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PROCEDE DE TRANSFERT DE GENE DANS DES CELLULES 
ACTIVEES A PARTIR D UN ETAT DE REPOS. 



L* invention a pour objet un procede de transfer! de gene dans des cellules 
activees a panir d'un etat de repos, notamment des cellules souches 
hematopoietiques, et les cellules ainsi obtenues. 

Le progres dans I 'identification et le clonage de genes responsables de 
maladies genetiques humaines, a conduit a un effort important pour 
Tamelioration de la technologic de transfen de gene (Anderson, W.F. (1992) 
Science, 256: 808-813; Miller, A.D. (1992) Nature, 357: 455-460; Morgan, 
R.A.. & Anderson, W.F. (1993) Annu. Rev. Biochem., 62: 191-217; Karlsson, 
S. (1991) Blood, 78: 2481-2492). Par exemple, differents vecteurs viraux ont 
ete utilises pour les cellules souches hematopoietiques, chacune presentant leur 
propre avantage (Anderson, W.F. (1992), susmentionne). L'insertion de vecteur 
retroviral dans le genome hote assure sa replication dans la cellule hote. Cette 
insenion necessite un etat proliferatif actif (Anderson, W.F. (1992), 
susmentionne; Varmus, H.E., Padgett, T., Heasley, S., Simon, G., & Bishop, 
J.M. (1977), Cell.. 11: 307-319; Nolta, J.A., & Kohn. D.B. (1990) Hum Gene 
Ther., 1: 257-268; Miller, D.G., Adam, M.A., & Miller, A.D. (1990) Mol. 
Cell. Biol., 10: 4239^242) qui n'existe pas dans le compartiment de la cellule 
souche hematopoietique qui est a I'etat de repos (Lajtha, L.G., & Schofield, R. 
(1974) Differenciation, 2: 313-320), ou dans d'autres types de cellules souches 
et des cellules somatiques telles que les cellules hepatiques. En utilisant des 
oligonucleotides antisens contre le(s) gene(s) inhibiteur(s), en particulier TGF-(J- 
1, on a montre que les progeniteurs de la moelle, osseuse humaine precoces 
peuvent etre relaches de leur etat de repos par blocage d'une TGF-p autocrine 
(Hatzfeld, J., Li, M.-L., Brown, E.L., Sookdeo, H., Levesque, J. -P., OToole, 
T., Gurney, C., Clark, S.C., & Hatzfeld, A. (1991), J. Exp. Med., 174: 925- 
929). / 

Par ailleurs, s'agissant de greffes de tissu hematopoietique, dans le passe, 
la capacite a greffer des echantillons de moelle osseuse a ete analysee par 
restimation du contenu en cellules CFU-GM (colony-forming unit - 
granulocyte/macrophage: progeniteur granulo-monocytaire). Cependant, ces 
cellules qui vraisemblablement jouent un role important dans la generation 
cellulaire pendant une courte periode suivant la transplantation d'un greffon, 
peuvent ne pas refleter le contenu en cellules plus primitives, et notamment en 
cellules souches hematopoietiques qui sont importantes dans rhematopoiese a 
long terme,. Les cellules souches impliquees dans des greffes a long terme 
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representent unc petite sous population de cellules pouvant avoir eventuellement 
le phenotype CD34-hCD38- (compartiment de la cellule souche 
hematopoietique: cellules riches en antigene membranaire CD34 et pauvres en 
antigene membranaire de maturation CD38). 

Recemment, du sang de cordon ombilical humain s'est revele etre suffisant 
pour reconstituer Thematopoiese, apres la transplantation chez des enfants 
(Gluckman, E., Broxmeyer, H.E., Auerbach, A.D., Friedman, H.S., Douglas, . 
G.W., Devergie, A., Esperou, H., Thierry, D., Socie, G., Lehn, P., Cooper, 
S.. English, D., Kurtzberg, J., Bard, J., & Boyse, E.A. (1989) N. Eng. J. 
Med., 3: 1174-1178; Broxmeyer, H.E., Douglas, G.W., Hangoe. G., Cooper, 
S., Bard, J., English, D., Amy, M., Thomas, L., & Boyse, E.A. (1989) Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA, 86: 3828-3832; Broxmeyer, H.E., Hangoe. G., & 
Cooper. S. (1992) Bone Marrow Transplant., 9: 7-10). In vitro, les donnees de 
differents laboratoires (Broxmeyer, H.E., Kangoe, G., Cooper, S , Ribeiro. 
R.C., Graves, V., Yoder, M., Wagner, J., Vadhan-Raj, S., Benrunger, L., 
Rubinstein, P., & Broun, E.R. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89: 4109- 
4113; Lu, L., Xiao, M., Shen, R.-N., Grisby, S., & Broxmeyer, H E. (1993) 
Blood, 81: 41^8; Hows, J.M.. Bradley, B.A., Marsh, J.C.W., Luft, T., 
Coutinho, L., Testa, N.G., & Dexter, T.M. (1992) Lancet, 340: 73-76; 
Cardoso, A. A., Li, M.L., Batard, P., Hatzfeld, A., Brown, E.L., Levesque, 
J. -P., Sookdeo, H., Panterne, B., Sansilvestri, P., Clark, S.C.. & Hatzfeld, J. 
(1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 8707-8711) suggerent queJe sang de 
cordon ombilical a une capacite superieure pour generer les progeniteurs en 
culture, a celle de la moelle osseuse, et par consequent, que le sang de cordon 
ombilical pourrait etre suffisant pour effectuer des greffes. de tissus 
hematopoietiques sur des receveurs adultes. 

Cependant, a ce jour, un transfers de gene rapide dans Tensemble (totalite) 
du compartiment de la cellule souche hematopoietique ou de toute autre cellule 
souche ou somatique au repos, (cet etat de repos etant egalement designe par 
"quiescence" ou comme correspondant a la phase Go), n'etait pas obtenu de 
fagon satisfaisante. 

Le transfert de gene dans des cellules activees a partir d'un etat de repos, 
notamment des cellules souches hematopoietiques activees a partir d'un etat de 
repos, est Tun des aspects de 1' invention. 

L* invention a egalement pour objet des cellules a 1'etat de repos, 
notamment des cellules souches hematopoietiques a Tetat de repos, contenant un 
gene heterologue. 
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L' invention a egalement pour objet du tissu hematopoietique conienant un 
gene heterologue susceptible de constituer des greffons a long terme 

L'invention concerne des cellules. . notamment des cellules souches 
hematopoietiques, contenant dans leur genome tout ou panie d'un gene 
heterologue. 

L'invention concerne ^utilisation de moyens de blocage d'au moins un 
inhibiteur du cycle cellulaire pendant une duree n'excedant pas 72 h. et 
n'excedant pas de preference 36 h, et notamment inferieure a environ 20 h. et 
de preference d'environ 1 a 15 h. et de preference d -environ 1 a 10 h, dans une 
culture de cellules souches, afin de liberer les cellules souches de leur etat de 
repos. 

Selon un mode de realisation avantageux, l'invention a pour objei 
l'utilisation de moyens de blocage d'au moins un inhibiteur du cycle cellulaire 
dans un test de comparison, d'une part, entre une culture de cellules souches 
dans un milieu contenant les sus-dits moyens de blocage d'au moins un 
inhibiteur du cycle cellulaire et, d'autre pan. entre une meme culture de cellules 
souches que celle mentionnee ci-dessus dans un milieu ne contenant pas de sus- 
dit moyen de blocage d'au moins un inhibiteur du cycle cellulaire. afin de 
determiner le degre de maturite des sus-dites cellules souches. 

Selon un autre mode de realisation, l'invention a pour objet l'utilisation de 
moyens de blocage d'au moins un inhibiteur du cycle cellulaire dans une culrure 
de cellules souches , afin de liberer les cellules souches de leur etat de repos. 
suivie d'une etape de transfert de genes dans les sus-dites cellules souches. 

Dans le cadre de l'invention. les cellules souches sont avantageusement 
des cellules hematopoietiques et les moyens de blocage d'au moins un inhibiteur 
du cycle cellulaire sont avantageusement constitues par de rami TGF-p. 

L'invention concerne des cellules, notamment des cellules souches 
hematopoietiques, contenant tout ou partie d'un gene heterologue dans leur 
genome, susceptibles d'etre obtenues selon le precede comprenant les etapes 
suivantes: 

- la prestimulation de cellules au repos, notamment de cellules souches 
hematopoietiques au repos dans un milieu contenant. 

* des moyens- de blocage directs ou indirects d'au moins un 
inhibiteur du cycle cellulaire des dites cellules, notamment des dites cellules 
souches hematopoietiques. pendant une duree suffisante pour liberer les cellules, 
notamment les cellules souches hematopoietiques, de leur etat de repos. et 
n'excedant pas de preference 72 h. et n'excedant pas de preference 36 h, et est 



Printed from Mimosa 00/11/02 09:59:48 Page: 5 



4 PCT/FR95/01691 

WO 96/19567 

notamment inferieure a environ 20 h. ct est de preference denviron 1 h a 15 h, 
et de preference d environ 1 h a 10 h. et 

* des substances, notamment des cytokines, pour permettre 
l'acuvation d'un cycle cellulaire et/ou ulterieurement la traversee d'au moins un 
cycle cellulaire. 

- 1'etape de transfert par la mise en presence des cellules, noummcnt des 
cellules souches hematopoietiques. obtenues a Tetape precedente avec tout ou 
partie d'un gene heterologue, dans un milieu permettant le transfert de tout ou 
partie du gene heterologue dans le genome des cellules., notamment des cellules 
souches hematopoietiques, pour obtenir des cellules, .notamment des cellules 
souches hematopoietiques. comportant tout ou partie d'un gene heterologue. 

- la recuperation eventuelle des cellules, notamment des cellules souches 
hematopoietiques. obtenues a 1'etape precedente. 

L' invention concerne plus paniculierement des cellules souches 
hematopoietiques contenant dans leur. genome tout ou partie d'un gene 
heterologue et ay ant un potentiel de multiplication in vitro egal ou superieur a 
106 et un potentiel de differentiation susceptible de couvrir tous les lignages 
hematopoietiques. 

Les cellules souches hematopoietiques sont definies comme des cellules au 
repos pouvant dormer naissance a tous les lignages hematopoietiques et aux 
cellules en derivant. Quelle que soil l'origine des cellules souches (foie foetal, 
moelle foetale. sang de cordon ombilical. moelle adulte. sang penpherique) leur 
potentiel de proliferation est toujours tres eleve: une cellule donnant naissance a 
plus de 1 a 20 x 10 6 cellules in vitro. Ce nombre peui etre plus eleve si I on 
utilise de nouvelles. cytokines et des bioreacteurs... 

Les cellules souches hematopoietiques peuvent provenir d echantillon de 
moelle osscuse originate d'une ponction de la crete iliaque sur des donneurs de 
moelle osseuse. 

Les cellules souches hematopoietiques peuvent egalement etre recuperees a 
panir de sang de cordon ombilical preleve immediatement apres la naissance, de 
foie ou de moelle foetale de sang peripherique ou de tout autre organe du 
systeme hematopoTetique. 

Un potentiel.de multiplication egal ou superieur a 10 6 - signifie qu une 
cellule souche hematopoTetique peut dormer, dans des conditions apprppriees. 

10 6 cellules du sang. - 

Le potentiel de multiplication des cellules souches. hematopoietiques de 
T invention peut atteindre 1 a 20 x 10* cellules en milieu Stem GEM* et en 
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culture traditionnelle. Cette valcur pcut etrc elevee si I'on utilise de nouvelles 
cytokines et des bioreacteurs. 

Par lignages hematopoietiques, on designe l'ensemble des cellules dormant 
naissance a I'un des differents types cellulaires du sang. 

Par cellules au repos susceptibles de rentrer dans le cadre de V invention, 
on designe des cellules qui ne se multiplient pas en situation physiologique 
ordinaire et sont susceptibles d'etre activees eh culture. Comme exemple, on 
peut citer: les cellules du foie, 6u tissu osseux, des cellules endotheliales. du 
tissu du systeme nerveux, etc., ou des cellules souches hematopoietiques qui 
restent pour la majorite d'entre eilesau repos chez I'individu normal. 

Selon un mode de realisation avantageux, l'invention concerne des 
cellules, notamment des cellules souches hematopojeuques, comportant, a 
rinterieur d'elles memes ou sur leur surface/ des moyens de blocage de tout 
inhibiteur de leur cycle celiulaire. ... 

Comme moyens de blocage d'inhibiteurs du cycle celiulaire a l inteneur 
de la cellule; on peut citer des oligonucleotides antisens, des ribozymes, des 
inhibiteurs chimiques naturels ou de synthese, des amicorps bloquants, des 
cytokines telles que le TNF, des interferons ou des facteurs tels que le MlP-la, 
le facteur 4 plaquettaire ou le FGF. Ceux-ci peuvent penetrer naturellement avec 
des milieux de cultures appropriees ou par electroporation, par microinjection 
ou par tout autre procede utilisant un transport a travers la membrane tels que 
les liposomes. 

Comme moyens de blocage d'inhibiteurs du cycle celiulaire sur la surface 
de la cellule, on peut citer des amicorps de recepteurs ou d antigenes 
membranaires, des ligands de recepteur, naturels ou de synthese, des 
combinaisons de cytokines comprenant diverses ihterleukines et Colony 
Stimulating Factors, CSFs (facteurs stimulant les colonies) ou facteurs de 
croissance hematopoietiques. 

Les amicorps et les ligands se fixent sp£cifiquement sur un antigene ou un 
recepteur qui leur correspond. ' . . . 

Dans les cellules de I'invention, notamment dans les cellules souches 
hematopoietiques, les moyens de blocage peuvent etre consumes par ceux 
choisis parmi: les anti-inhibiteurs du cycle celiulaire, par exemple des 4 agents 
bloquant les genes suppresseurs de tumeurs, des antagonistes: du TGF-p tels 
que: des oligonucleotides antisens du TGF-p, des amicorps neutral isants le 
TGF-p, des rtcepteurs solubles du TGF-p ou des inhibiteurs naturels ou de 
synthese du TGF-p. . 
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L'abreviation TGF-P correspond a "transforming growth factor" (facteur. 
de croissance transformant) et correspond a une famille de proteines. 

Comme exemple d'antigenes suppresseurs de tumeurs, on peut citer pRb. 
pl07 (Zhu et al., Genes and development, 7: 1111-1125. 1993). pl30 (Harmon 
et al. f Genes Dev., 7: 2378-2391. 1993), p300, p53, pl5 (Hannon G.J. & 
Beach D. (1994): H pl5 INK4B is a potential effector of TGF-P-induced cell cycle 
arrest\ Nature, 371: 257) , pl6 (Ivison A.J. (1994): "pl6 and familial, 
melanoma". Nature Genet., 371: 180, Sansilvestri P. These de Doctorat d'Etat 
Paris XI, 1994), p21 (Xiong Y., et al., & Beach D. (1993): "p21 is a universal 
inhibitor of cyclin kinases \ Nature, 366: 701). p27 (Polyak ;et al. (1994a): 
Cloning of p27 ki P 1 , a cyclin-dependent kinase inhibitor : and a potential mediator 
of extracellular antimitogenic signals". Cell, 78: 59-66; Polyak et al. (1994a): 
p27kipl^ a cyclin-cdk inhibitor, links transforming growth factor b and contact 
inhibition to cell cycle arrest". Genes Development, 8: 9-22). 

Par antagonistes du TGF r p, on designe un agent qui. neutralise in vitro ou 
in vivo Pactivite biologique du TGF-P , types 1, 2 ou 3. 

Par anticorps neutralisants, on designe un anticorps ou une combinaison 
d'anticorps, de preference un anticorps monoclonal ou une combinaison 
d'anticorps monoclonaux, qui neutralise in vitro ou in vivo l'activite biologique 
du TGF-p de types 1, 2 ou 3. 

Par inhibiteur naturel ou de synthese du TGF-p, on designe une substance 
qui inhibe in vitro ou in vivo l'activite biologique. du TGF-p. 

Comme nucleotide antisens du TGF-p , on peut avantageusement utiliser: 

5 ' -CCCGG AGGGCGGCATGGGGG A-3 ' 

Comme moyens de blocage, on peut egalement envisager une cytokine ou 
une combinaison de cytokines susceptibles de liberer les cellules souches de 
l'6tat de repos pendant une duree inferieure a environ 10 h. 

Comme cytokines, on peut citer: toutes les interleukines, tous les CSF, 
(facteurs stimulant les colonies) tous les immunomodulateurs (par exemple les 
interleukines suivantes: IL1, IL2, IL3, IL4, IL5, IL6, IL7, IL8, IL9. IL10. 
IL11, IL12, IL13, les TNF (Tumor Necrosis Factors: Facteurs Necrosant de 
Tumeur), les interferons, le LIF (facteur inhibiteur de leucemie), le MlP-la 
(macrophage inflammatory protein: proteine inflammatoire produite ou agissant 
sur le macrophage,- Dunl.op D.J. et al.: Blood, 1992, 79: 2221-2225), le Steel 
Factor ou Facteur Steel, le ligand du recepteur flt-3 ou FL.. 

Comme combinaison de cytokines, on peut citer TIL3, riL6, le GMCSF 
(facteur de croissance des progeniteurs granulo-monocytaires), le SF et le FL 
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Les moyens de blocage de tout inhibiteur du cycle cellulaire doiveni etre 
utilises en quantite appropriee pour neutraliser I'activite de tout inhibiteur du 
cycle cellulaire. lis sont generalement utilises a des concentrations allant de 
0, 1 a 1000 unites/ml. de preference de 1 a 10 unites/ml. 

Lorsqu'on utilise un oligonucleotide antisens du TGF-p, celui-ci peut etre 
utilise de 0,03 a 100 ^M, notamment de 5 mM a 8 /xM, ou de 0,01 /xM a 
0,5 /iM en presence de certains agents par exemple lipidiques permettani une 
meilleure penetration des oligonucleotides dans la cellule que les penetrations 
precedemment ddcrites. 

Selon un mode de realisation avantageux, T invention concerne des cellules 
a l'etat de repos, notamment des cellules souches hematopoietiques contenant, 
integre dans leur genome, tout ou partie d'un gene heterologue. 

En fait, apres le transfert de tout ou partie d'un gene heterologue dans leur 
patrimoine genetique, les cellules peuvent etre replacees a l'etat de repos. 

Le procede selon lequel, apres transfert de tout ou partie d'un gene 
heterologue, les cellules sont replacees a l'etat de repos. est detaille dans la suite 
de la presente description. 

L'invention concerne egalement ime composition de cellules 
hematopoietiques ou un amas de cellules hematopoietiques ou un tissu de 
cellules hematopoietiques, susceptibles de maintenir une hematopoiese continue 
pendant une duree superieure ou egale a environ 6 mois, et consumes par des 
cellules souches hematopoietiques et le cas echeant des progeniteurs en cours de 
differenciation, les susdites cellules souches et les susdits progeniteurs contenant 
tout ou panie dun gene heterologue. 

L'expression "maintenir une hematopoiese continue" correspond a une 
production physiologique de cellules matures du sang r 

L'invention concerne egalement un procede de transfert de tout ou panie 
d'un gene heterologue dans le genome de cellules activees a partir d'un etat de 
repos, notamment de cellules souches hematopoietiques activees a partir d'un 
etat de repos, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes: 

- la prestimulation de cellules au repos, notamment de cellules souches 
hematopoietiques au repos dans un milieu de prestimulation contenant: 

* des moyens de blocage directs ou indirects d'au moins un 
inhibiteur du cycle cellulaire des dites cellules au repos, notamment des dites 
cellules souches hematopoietiques pendant une duree suffisante pour liberer les 
cellules, notamment les cellules souches hematopoietiques de leur etat de repos; 
et n'exc&iant pas de preference environ 72 h, n'excedant pas de preference 36 
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h, et est notamment inferieure a environ 20 h et est de preference d'environ 1 h 
a 15 h. et de preference d'environ 1 h a 10 h, et : 

* des substances, notamment des cytokines, pour permetire 
Tactivation d'un cycle cellulaire et7ou ulterieurement la traversee d'au moins un 
cycle cellulaire des dites cellules, notamment des dites cellules souches, 

- I'etape de transfen par la mise en presence des cellules, notamment des 
cellules souches hematopoietiques prestimulees obtenues a letape prdcedente 
avec tout ou partie d'un gene heterologue, dans un milieu permenant le transfen 
de tout ou partie du gene heterologue dans le genome des cellules, notamment 
des cellules souches hematopoietiques, pour obtenir des cellules, notamment des 
cellules souches hematopoietiques comportant tout ou partie dun gene 
heterologue, 

- la recuperation eventuelle des cellules, notamment des cellules souches 
hematopoietiques, obtenues a I'etape precedente. 

Les cellules souches hematopoietiques au repos utilisees dans le cadre du 
transfert de gene peuvent etre obtenues a partir d'organes hematopoietiques 
foetaux, de sang de cordon ombilical, de moelle osseuse, de sang peripherique 
ou de tout autre organe hematopoietique, selon le procede decrit dans les 
exemples (Hatzfeld J., Batard P., Cardoso A. A., Li M.-L., et Hatzfeld A.: 
"Purification and in vitro assay of early human hematopoietic progenitors", 205- 
221. Dans Culture of Hematopoietic Cells. Freshney R.I., Pragnell LB., 
Freshney M.G., 1994). 

En ce qui concerne la duree de la prestimulation, elle n'excede pas 
environ 72 h. de preference 36 h, et est de preference d'environ 1 h a 15 h, et 
de preference d'environ 1 h a 10 h. 

L' induction de la prestimulation peut se faire pendant un temps 
extremement court, de Tordre de quelques secondes, mais le declenchement.de 
Tensemble des mecanismes cellulaires permettant a la cellule souche de sortir de 
la phase Go prennent au moins 1 h. 

Dans le cas de 1" utilisation, comme moyen de blocage, d'anti-TGF-P, la 
prestimulation n'excede pas environ 72 h, car au-dela de 72 h. et notamment au- 
dela de 19 h, on n'a pas d'effet suppl^mentaire a la prestimulation obtenue avec 
des combinaisons de cytokines ou V anti-TGF-P et des combinaisons de 
cytokines. 

L'expression "activation d'un cycle cellulaire" correspond a la mise en 
place des fonctions permettant la traversee du cycle cellulaire.. 
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L'expression "la traversee d'au moins un cycle cellulaire* correspond a 
une division du genome (phase S), et a une mitose dormant deux cellules 
identiques. 

A Tissue du transfert de gene, les cellules peuvent, soit se multiplier et se 
differencier, soit peuvent etre replacees a l'etat de repos, comme il est explicite 
dans la suite de la description. 

Lorsque Ton replace les cellules souches transfectees a Tetat de repos. le 
compartiment de la cellule souche a "vieilli" d'une division ce qui est peu par 
rapport a son enonne potentiel hematopoietique. 

Dans le procede de V invention, selon un mode de realisation avantageux le 
milieu de prestimulation corhprend: IMDM (Iscove Dubelcco Modified 
Medium). (StemGEM* correspondant a une gamme de milieux commercialises 
par le C.N.R.S.), des cytokines, des antagonistes du TGF-P tels que des 
oligonucleotides antisens du TGF-0. des anticorps neutralisants le TGF-P . des 
recepteurs solubles du TGF-P ou des inhibiteurs nacurels ou de synthese du 
TGF-p, des combinaisons de cytokines susceptibles de bloquer dans un espace 
de temps court (inferieur a 72 h, de preference inferieur a 10 h), les inhibiteurs 
du cycle cellulaire des cellules souches quiescentes, controles ou non par le 
TGF-p . 

Selon un mode de realisation du procede de 1' invention, les cytokines sont 
choisies parmi une combinaison d'au moins quatre cytokines choisies parmi les 
cytokines suivantes: IL1 (interleukine 1), IL2 (interleukine 2), IL3 (interleukine 
3), IL4 (interleukine 4), IL5 (interleukine 5), IL6 (interleukine 6), IL7 
(interleukine 7), IL11 (interleukine- 11), GM-CSF (granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor: facteur de croissance des progeniteurs granulo- 
monocytatres), G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor: facteur de 
croissance des progeniteurs granulocytaires), facteur Steel (SF)/ ligand du 
recepteur FLT3 (FL), erythropoietine ; TNF, LIF (leukemia inhibitor factor: 
facteur inhibiteur de la leuc6mie), thrombopoietine, insulines et FGF. 

Le transfert de tout ou partie d'un gene heterologue peut se faire avec une 
coculrure de cellules, notamment des cellules souches hematdpoietiques. 
prestimulees selon la premiere etape du procede de ^'invention, et de cellules 
produisant un vecteur, tel qu'un vecteur viral ou un retrovirus, contenant tout ou 
partie du gene a transferer. (Ferry N., Duplessis O.. Houssin D., Danos O . et 
Heard J.-M. "Retroviral-mediated gene transfer into hepatocytes in vrvo"r-Proc, 
Natl. Acad. Sci., USA, 88: 8377-8381, 1991). 

Le transfert peut egalement etre effectue en remettant en presence des 
cellules, notamment des cellules souches hematopoietiques, prestimulees et du 
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sumageant de cellules comenam un vecteur. tel qu'un vecteur viral ou un 
retrovirus comprenant toui ou partie du gene a transferer (Lu. R.L. Xiao. M.. 
Clapp. D.-W.. Li. Z.-H., & Broxxneyer. H.E. (1993) J. Exp. Med.. 178: 2089- 
2096). 

L' invention conceme egalement un procede de transfen de tout ou partie 
d'un gene heterologue dans le genome de cellules activees a partir d un etat de 
repos, notamment de cellules souches hematopoietiques activees a partir d'un 
etat de repos, caracterisc en ce qu'il comprend les etapes suivantes: 

- la prestimulation de cellules au repos. notamment de . cellules souches 
hematopoietiques au repos dans un milieu de prestimulation contenant: 

* des moyens de blocage directs ou indirects d'au moms un 
inhibiteur du cycle cellulaire des dites cellules, notamment des cellules souches 
hematopoietiques pendant une duree suffisante pour liberer les cellules, 
notamment les cellules souches hematopoietiques de leur etat de repos. et 
n'excedant pas de preference environ 72 h. et n'excedant pas de preference 
environ 36 h, et est notamment inferieure a environ 20 h et est de preference 
d environ 1 h a 15 h, et de preference d'environ 1 h a 10 h, et 

- des substances, notamment des cytokines, pour permettre 
1'activation d un cycle cellulaire et/ou ulterieurement la traversee d'au moins un 
cycle cellulaire des dites cellules, notamment des dites cellules souches 
hematopoietiques, 

- l'etape de transfer! par la mise en presence des cellules, notamment des 
cellules souches hematopoietiques. prestimulees obtenues a l'etape precedente 
avec tout ou partie d'un gene heterologue, dans un milieu permettant le transfen 
de tout ou partie du gene heterologue dans le genome des cellules souches. par 
coculture de cellules, notamment de cellules souches hematopoietiques 
prestimulees comme indique ci-dessus et de cellules produisant un vecteur viral 
ou un retrovirus contenant tout ou partie du gene a transferer, pour obtenir des 
cellules, notamment des cellules souches hematopoietiques comportant tout ou 

partie d'un gene heterologue, 

- la recuperation eventuelle des cellules, notamment des cellules souches 
hematopoietiques obtenues a l'etape precedente. 

La coculture peut etre effectuee comme decrit dans Human Cord Blood 
Cells as Targets for Gene Transfer. Potential Use in Genetic Therapies of 
Severe Combined Immunodeficiency Disease. Moritz T,, Keller D.C. et 
Williams D. A., J. Exp. Med., 178:529-536(1993). > 

L" invention conceme egalement un procede de transfen de tout ou partie 
d'un gene heterologue dans le genome de cellules activees a partir d un etat de 
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repos. notamment de cellules souches hematopoietiques activecs a panir d un 
etat de repos, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes: 

- la prestimulation de cellules au repos. notammem de cellules souches 
hematopoietiques au repos dans un milieu de prestimulation contenant: 

* des moyens de blocage directs ou indirects d'au moins un 
inhibiteur du cycle cellulaire des dites cellules, notamment des dices cellules 
souches hematopoietiques, pendant une duree suffisante pour liberer les cellules, 
notamment les cellules souches hematopoietiques de leur etat de repos, er 
n'excedant pas de preference environ 72 h. et n'excedant pas de preference 
environ 36 h, et. est notamment inferieure a environ 20 h et est de preference 
d environ I ha 15 h, et de preference d 'environ 1 h a 10 h. et 

* des substances, notamment des cytokines, pour permettre 
l'activation d'un cycle cellulaire et/ou ultcrieurement la traversee d'au moins un 
cycle cellulaire des dites cellules souches, . 

- l etape de transfert par la mise en presence des cellules, notamment des 
cellules souches hematopoietiques, prestimuiees obtenues a I'etape prccedente 
avec tout ou partie d'un gene heterologue. dans un milieu permettant le transfert 
de tout ou partie du gene heterologue dans le genome des cellules, notamment 
des cellules souches hematopoietiques, par mise en presence des cellules, 
notamment des cellules souches prestimuiees comme indique ci-dessus et du 
surnageant de cellules contenant un vecteur, tel qu'un vecteur viral ou un 
retrovirus contenant tout ou partie du gene a transferer, pour obtenir des 
cellules, notamment des cellules souches comportant tout ou partie d un gene 
heterologue, 

- la recuperation eventuelle des cellules, notamment des cellules souches 
obtenues a I'etape precedente. 

L' invention concerne egalement un procede de transfen de tout ou partie 
d'un gene heterologue dans le genome de cellules activecs a panir d'un etat de 
repos, notamment de cellules souches hematopoietiques activees a panir d'un 
etat de repos, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes: 

- la prestimulation de cellules au repos, notamment de cellules souches 
hematopoietiques au repos dans un milieu de prestimulation contenant: 

* des moyens de blocage d'au moins un inhibiteur du cycle 
cellulaire des dites cellules, notammem des dites cellules- souches 
hematopoietiques... pendant une duree suffisante pour liberer les cellules, 
noumment les cellules souches hematopoietiques de leur dtat de - repos. et 
n'excedant pas de preference environ 72 h. et est notamment inferieure a 
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environ 20 h et est de preference d'environ 1 h a - 15 h, et.de preference 

d'environ 1 h a 10 h, et 

* des substances, notamment des cytokines, pour permettre 

T activation d un cycle cellulaire et/ou ulterieurement la traversee d'au moins un 
cycle cellulaire des dites cellules, notamment des dites cellules souches 
hematopoietiques, 

- Tetape de transfert par la mise en presence des cellules, notamment. des 
cellules souches hematopoietiques. prestimulees obtenues a Tetape precedente 
avec tout ou partie d'un gene heterologue, dans un milieu permettant le transfen 
de tout ou partie du gene heterologue dans le genome des cellules, notamment 
des cellules souches hematopoietiques. pour obtenir des cellules, notamment des 
cellules souches hematopoietiques comportant tout ou partie d'un gene 
heterologue, tout ou partie du gene heterologue provenant notamment d'un 
vecteur, tel qu'un vecteur viral ou un retrovirus, produit par une culture 
productrice a laquelle a ete additionne un agent viral, te! qu'un anti-TGF-p. un 
anti-interferon ou tout agent permettant d'augmenter la production et/ou la 

stabilite du vecteur. 

- la recuperation eventuelle des cellules, notamment des cellules souches 
hematopoietiques obtenues a Tetape precedente. 

S'agissant des cellules souches, elles sont eventuellement remises a I'etat 
de repos apres Tetape de transfert. 

Selon un mode de realisation avantageux du procede de T invention, le 
milieu permettant le transfert de tout ou partie du gene heterologue est constitue 
par. ou comprend: DMEM (milieu de Eagle modifie par Dubelcco). et 
eventuellement IMDM (milieu d'Iscove modifie par Dubelcco). des cytokines, et 
eventuellement un antagonistc . du TGF-(J tel que defini ci-dessus, des anti- 
interferons, ou tout autre agent viral, permettant. d'augmenter la production 
et/ou la stabilite du vecteur viral ou du retrovirus, contenant le gene a 
transfecter. lorsque le transfert de tout ou partie du gene heterologue se fait par 
coculture des cellules souches et du vecteur viral, ou du retrovirus. 

Lorsque le transfert se fait en utilisant un surnageant de la culture 
contenant le vecteur. le litre du vecteur produit par la culture productrice peut 
etre avantageusement augmente.en ajoutant a la culture productrice du vecteur, 
un anti-TGF T (J ou un anti-interferon ou tout autre agent susceptible d'augmenter 
la production et/ou la stabilite du vecteur. 

L' invention concerne egaiement un procede permettant d'augmenter le 
litre d'un vecteur, tel qu'un vecteur viral, ou un retrovirus, lequel vecteur est 
produit par une culture productrice, par addition a ladite culture d un agent viral 
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tel qu'un anti-TGF-p. un anti-interferon. ou de tout agent stabilisateur de 
vecteur 

A Tissue de Tetape du transfer! de tout ou partie du gene heterologue dans 
les cellules souches, les cellules souches componant dans leur genome tout ou 
partie d un gene heterologue peuvent etre placees dans un milieu approprie. 
notamment un milieu liquide ou un milieu semi-solide. afin de se multiplier et 
de se differencier en des cellules hematopoietiques differenciees. notamment en 

cellules differenciees du sang, 

Comme exemple de cellules differenciees, on peut citer les granulocytes, 
les monocytes, les megakaryocytes, les erythrocytes. 

A Tissue de Tetape de transfen de tout ou partie du gene heterologue dans 
les cellules hematopoietiques, on peut envisager avantageusement une etape de 
remise a l'etat de repos des cellules souches hematopoietiques contenant tout ou 
panie du gene heterologue. cette etape pouvant etre effectuee a Taide d au 
moins un inhibiteur du cycle cellulaire. tel que le TGF-p. 

Plus precisement, pour remettre les cellules souches au repos (c'est-a-dire 
en phase Go), apres transfen de tout ou partie d"un gene heterologue, on peut 
proceder de la facon suivante. 

L'interet de la methode de rinvention sur toutes les autres methodes tient 
au fait que ('activation de la cellule au repos se fait dans un laps de temps 
extremement court (de Tordre de 1 a 72 heures. de preference 6 a 12 heures a 
partir de la fin de Tetape de prestimulation) grace a une synchronisation de la 
sortie de la phase Go pour toutes les cellules au repos lors de Tetape de 
prestimulation du precede de Tinvention tel que decrit ci-dessus. Cela permet de 
remettre les cellules transferees en phase Go, apres le transfen par addition de 
TGF-p. Ceci garantit que pendant le transfen de gene(s) les cellules souches 
n'ont pas perdu leur potentiel hematopoietique; dans la mesure ou le nombre de 
division n f est pas superieur a 1 ou 2. 

Le gene heterologue dont tout ou panie est introduit dans le genome de 
cellules souches hematopoietiques peut etre choisi parmi les genes suivants: 
marqueurs: Neo (gene de resistance a la neomycine), CD2 (antigene 
leucocytaire), nls-LacZ, ou des genes corrigeant une hematopathie ou tout autre 
pathologie telle que ADA (gene de Tadehosine deaminase), ALDP (gene 
corrigeant Tadrenoleucodystrophie), TK (gene suicide permettant de tuer des 
cellules en presence d'acyclovir sous le controle de prdmoteurs viraux). ccne 
liste n'etant pas limitative. •• . ■• 

Les methodes actuelles de transfen de gene, ' ne permenent pas de 
transfecter le companiment de la cellule souche de facon a ce que les lignages 
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lymphoides soient transfectes de fa^on satisfaisante. Or. ceci est important si 
Ton veui que la therapie ccllulaire soit applicable au traitement du SID A ou de 
pathologies concernant les cellules B (lymphomes etc ). Le procede de 
transfen de r invention permet effectivement le transfen dans les lignages B et 
T, ce qui peut etre verifie en utilisant les deux rnodeles suivants permettant 
d'etudier le developpement du compartiment de la cellule souche: 

- des souris SCID humanisees (McCune J.M., Namikawa R.. Wetlbaecher 
K.N., Kaneshima H.. Schultz L.D., Lieberman M., et Weissman I.L.: "The 
SCID-hu mouse: Murine model for the analysis of human hematolymphoid 
differentiation and function". Science, 241: 1632, 1988). 

- des cultures d'epithelium thymique (Plum J., De Smedt M., Defresne 
M.-P., Leclercq G . et Vandekerckhove B.: "Human CD34-J- fetal liver stem 
cells differentiate to T cells in a mouse thymic microenvironmenc" . Blood 84: 
1587-1593, 1994). 

Ces methodes permettent d'obtenir dans le premier cas, tous les lignages y 
compris B et T, dans le deuxieme cas, le lignage T. 

Les milieux utilises pour permettre la division du companiment de la 
cellule souche une fois activee pour sortir de la phase Go, doivent respecter 
1* expression des recepteurs de la cellule souche selon des recommandations 
publiees dans Hatzfeld A. et ah, HematoL, 1993, 35: 281-283. et dans Panteme 
etal., J. Cell. Physiol., 91, 1481:1489. 

Le procede de V invention permet notamment: 

- d'augmenter le titre d'un vecteur contenant tout ou partie d'un gene 
heterologue a transfecter, notamment dans des cellules souches 
hematopoi'etiques, 

- de transferer tout ou partie d'un gene dans des cellules au repos. 
notamment des cellules souches hematopoi'etiques, dans lesquelles, jusqu'a 
present un tel transfert etait aleatoire; 

d'ameliorer 1'efficacite de transfen dans les progeniteurs 
hematopoietiques precoces tels que CFU-GEMM, LTC-IC (cellule iniiiatrice de 
culture a long terme: long term culture-initiating cell), HPP-Q (High 
Proliferative Potential Quiescent cells = cellules au repos a haut pontentiel 
proliferatif) et progeniteurs lymphoides a fort potentiel proliferatif consideres 
comme "le compartiment de la cellule souche" par rappon au .transfert deja 
realise en mettant en oeuvre les procedes de Tart anterieur; 
par exemple, la methode permettra un transfen dans plus de 95% des CFU- 
GEMM pouvant se developper en colonies contenant plus de 10 5 cellules, les 
milieux Stem GEM* distribues par le CNRS permettant d'evaluer de telles 



Printed from Mimosa 00/11/02 10:00:23 Page: 16 



WO 96/19567 



15 



PCT/FR95/01691 



cellules du companiment de la cellule souche. les souris SOD (souris 
immunodeficientes: severe combined immunodeficiency) humanisees et des 
systemes de cultures stromales ou d'epithelium thymique (referencees ci-dessus) 
permettant d'e valuer le transfert dans tout Ie companiment de la cellule souche; 

- d'ameliorer la stabilite de 1' expression au cours du developpement des 
cellules souches et des progeniteurs (amplification et differenciation), des genes 
marqueurs pouvant etre utilises pour suivre et evaluer cette expression 
(exemple: nls-Lac-Z). 

L'invention concerne egalement un procede permettant d'evaluer la 
maturite ou rimmaturite de cellules souches; avant et/ou apres le transfert de 
genes. 

L'invention concerne plus particulierement un procede de determination 
du degre de maturite de cellules souches, notamment hematopoietiques. 
caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes : 

- oh effectue la culture d*un premier ensemble de cellules souches, 
notamment hematopoietiques, dans un milieu approprie a leur culture, mais ne 
contenant pas de moyens de blocage d'au moins un inhibiteur du cycle 
cellulaire, pendant environ 14 a environ 28 jours, de preference 18 jours, 

- on effectue la culture d'un deuxieme ensemble de cellules souches, 
notamment hematopoietiques, de meme nature et de meme degre de maturite 
que celles mentionnees ci-dessus, dans un milieu approprie contenant des 
moyens de blocage d'au moins un inhibiteur du cycle cellulaire, ces moyens de 
blocage etant presents, dans le milieu de culture a une concentration efficace (a 
condition de ne pas etre diluee plus de 4 fois par rapport a la concentration 
optimale), pendant une periode n'excedant pas 72 h, et n'excedant pas de 
preference environ 36 h, et est de preference d'environ 1 a 15 h et de preference 
encore, de 1 a 10 h, cette culture ayant lieu pendant la meme duree que celle du 
premier ensemble de cellules souches, 

- on compare, 18 jours apres la mise en culture de chacun des deux 
ensembles de cellules souches, le nombre et la nature des colonies, la difference 
des sommes des colonies a haut potentiel proliferatif (HPP-CFC = cellule 
formant une colonie a haut potentiel proliferatif, HPP-MEG = megacaryocyte a 
haul potentiel proliferatif, HPP-GEMM = granulocyte erythrocyte monocyte 
megacaryocyte a haut potentiel proliferatif) respectivement entre celle du 
deuxieme ensemble et celle du premier ensemble cortespondant aux colonies 
HPP-Q. - : 

La concentration optimale d 1 oligonucleotides anti-sens peut etre d'environ 
0,001 fiM k environ 100 ^iM, de preference infer ieu re a environ 10 )xM. 
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La concentration optimale en anticorps bloquants pern etre d' environ 
0,01 fig/ml a environ 100 Atg/rnl, de preference 1 ^g/ml. 

S'agissant de la culture en presence de moyens de blocage d un inhibiieur 
du cycle cellulaire, a Tissue de la periode nexcedant pas 72 h. et n'excedant pas 
de preference environ 36 h, et qui est de preference d'environ 1 a 15 h et de 
preference encore, de 1 a 10 h : 

- soit on peut laver les cellules pour eliminer substaniieliement les sus-dits 
moyens de blocage, 

- soit on peut diluer les sus-dits moyens de blocage a une concentration 
telle qu'ils soient sans effet proliferatif sur des cellules plus matures (e'est-a-dire 
progeniteurs deja actives). 

"L'evaluation de la maturite ou de I ' immarunte de cellules souches' 
correspond a V observation suivante 

Apres 18 jours, on observe au microscope le nombre et la nature des 
colonies: on compte le nombre de colonies mixtes constitutes de cellules de la 
lignee rouge et d'un ou plusieurs types de cellules de la lignee blanche. Le 
nombre de colonies mixtes est plus eleve lorsque la population cellulaire mise en 
culture est plus immature, e'est-a-dire constitute de cellules plus jeunes dont 
certaines sont au repos. D' autre part, plus la cellule qui a donne naissance a la 
colonie est immature, voir au repos, plus son potentiel de proliferation est 
grand, done la colonie provenant de cette cellule une fois activee sera plus 
importante en taille. 

Ce test sera egalement designe dans la suite par test HPP-Q. 

Pour ce faire, on compare une culture de cellules souches dans un milieu 
semi-solide ou liquide ne contenant pas d'anti-inhibiteur du cycle cellulaire avec 
la meme culture de cellules souches dans un milieu semi-solide ou liquide 
contenant un anti-inhibiteur du cycle cellulaire, par exemple de I'anti-TGF-p. 

Les conditions de culture dans le milieu ne contenant pas d' anti-inhibiteur 
de cycle cellulaire peuvent utiliser 1'ILl, l'IL2, TIL3. 1*IL4, T'lLS TIL6, TIL7, 
TIL11, le G-CSF, le GM-CSF, le SF, le FL, le FGF, linsuline. 
rerythropoietine, la thrombopoi'etine ou d'autres cytokines qui . cooperent ou 
synergisent avec les prccedentes. 

Les conditions de culture dans le milieu contenant un anti-inhibiteur du 
cycle cellulaire par exemple Fanti-TGF-P sont les suivantes : 1'anti-TGF-P n'a 
ete ajoute qu'en prestimulation pendant 10 heures dans un faible volume de 
culture liquide contenant les cellules au repos telles les cellules CD34-rCD38- 
(1 a 10% des CD34+ les plus immatures). Le volume de cette preculture est de 
1/6 environ du volume final. Cette preculture est ensuite ajoutee a de la 
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methylcellulose avec des cytokines non additionnees d'anti-TGF-p, pour aboutir 
au volume final. 

Une simplification de cette procedure consiste a mettre l'anti TGF-0 
immediatemcnt dans la culture finale a des concentrations qui ne lui permetiem 
d'etre actif que pendant les premieres heures de la culture, de preference 
pendant les 10 premieres heures. 

Dans ces conditions, on observe de nouvelles colonies plus grosses que les 
precedentes. derivees de cellules appelees High Proliferative Potential Quiescent 
Cells ou HPP-Q qui se developpent sur 18 jours et non pas seulement sur 8, 10, 
12 ou 14 jours comme on 1 'observe sans prestimulation par lanti-TGF-P 
L'anti-TGF-p n'a done pas besoin d'etre present pendant toute la duree de la 
culture. S'agissant de la taille des, colonies, elle peut etre determinee par 
comptage au microscope sur une lame de Mallasez. apres prelevement et 
dispersion de la colonic dans un volume connu de milieu liquide ; cette methode 
permet d'evaluer le nombre de cellules consticuant la colonic 

Que le test soit fait en milieu liquide. clonal ou non clonal, on compare les 
clones ou les populations dans les deux types de culture. 

S'il s'agit des HPP-Q. elles constituent un element du companiment de la 
cellule souche et, quant a leur phenotypage. il s'agit de CD34+ Kit Low IL6-R 
low. ... 

Sagissant des milieux de culture, on peut utiliser tout milieu approprie 
pour les cellules CFU-GEMM et permettant egalement le developpement des 
cellules lymphoTdes. 

La composition des milieux de culture semi-solide peut etre telle qu elle 
est decrite dans le chapitre 12, inclus dans le livre intitule "Culture of 
Hematopoietic cells, R.I. Freshney, LB. Pragnell, M.G. Freshney ed, Wiley- 
Liss" pp. 205-221. Le litre du chapitre est "Purification and in vivo assay of 
early human hematopoietic progenitors" J. Hatzfeld. p. fiatard, A. A. Cardoso, 
M.L. Li, A. Hatzfeld. 

Conformement a Tinvention. on peut evaluer la maturite ou l immatunte 
des cellules souches apres le transfer! de genes. Cette evaluation se fait comme 
indique ci-dessus. a panir des colonies les plus grosses pour Jesquelles on . 

verifie simulunement a la susdite evaluation d'immaturite. qu il y a bien eu 

transfert de genes, comme indique ci apres dans I'exemple 1. 

L'invemion concerne notamment un procede de transfert de genes dans la 

cellule souche hematopoietique dans lequel on evalue rimmaturite des cellules 

souches avant le transfert de gene, et avantageusemem apres le transfen de 

genes. 
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Ce procede pcut comprendre les etapes suivantes : 

1- Evaluation des cellules hematopoietiques a greffer pour s' assurer 
qu'eiles contiennent des cellules immatures designees ci-dessus par HPP-Q, 
element du compartiment de la cellule souche. II est en effet inutile de proceder 
a un transfen de genes si les cellules utilistes ne sont pas les bonnes. Par le 
procede devaluation de I'immaturite des cellules souches, on peut comparer une 
culture dans un milieu semi-solide ou liquide, sans anti-inhibiteur du cycle 
cellulaire avec la merne culture en presence d'un anti-inhibiteur. La difference 
du nombre de colonies doit mettre en evidence 1' apparition de nouvelles colonies 
plus grosses que les precedentes, derivees de cellules HPP-Q. . 

2- Prestimulation des cellules hematopoietiques avec un milieu contenant 
un activateur du cycle cellulaire (10 heures pour un anti-TGF-p), pour sortir les 
cellules hematopoietiques de la phase de repos. c'est-a-dire pour les activer. 

3- Transfen de genes avec un surnageant viral ou en coeulture avec des 
cellules productrices de virus dans un milieu contenant un ami- interferon et/ou 
un anti-TGF-p. 

4- Apres le transfer! de genes, les cellules hematopoietiques activees 
devraient pouvoir etre remises au repos (phase Go) dans un milieu de 
deactivation contenant un inhibiteur de eerie cellule (TGF-p dans le cas de la 
cellule souche hematopoietique). 

5- Altemativement, les cellules activees ayant subi un transfen de genes 
ou non, peuvent etre amplifiees pour etre reinjectees in vivo. Ceci peut etre 
realise avec une sous-population des cellules a reinjecter pour empecher 1'aplasie 
qui precede generalement la reprise d'une greffe. 

6- Avant ou apres reinfusion des cellules, il est necessaire de faire un test 
HPP-Q, suivi d' une coloration in situ ou d'une RT-PCR (reverse transcriptase- 
polymerase chain reaction = transcriptase inverse- amplification en chaine par 
polymerase) des colonies obtenues pour evaluer le transfen de genes. 

Comme milieu de prestimulation et avant le transfen de genes, on peut 
utiliser des milieux de culture liquide tels que ceux decrits dans l anicle de 
Cardoso et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 90. pp. 8707-8711, 
September 1993). 

Le procede de 1' invention permet d'. evaluer le nombre de cellules 
primitives au repos (HPP-Q) avant le transfen de genes, pour determiner la 
richesse en cellules souches, ou apres le transfen de genes, pour determiner 
Tefficacite du transfen de genes dans le companiment de la cellule souche. 
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Description des figures. ... 

La figure 1 represeme une colonie CFU-GEMM exprunant de fa^on stable 
le gene nls-Lac-Z mis en evidence par la coloration X Gal. 

La figure 2 represeme a plus fort grbssissement, un groupe de cellules 
erythroides de la colonie CFU-GEMM avec une expression du gene nJs-lacZ 
homogene dans toutes les cellules. > 

La figure 3 montre la localisation nucleaire de la P-galactosidase dans les 
macrophages et Tabsence de coloration non specifique dans le cytoplasme. 

EXEMPLE 1: TRANSFERT DU GENE NLS-LACZ DANS DES 
CELLULES SOUCHES HEMATOPOIETIQUES. 

Materiel et rnethodes. 

Facteurs de croissance hemaropni etique et anti\r n jrT1 

L'interleukine 3 (113) humaine recombinants Tinterleukine 6 (IL6) 
humaine recombinante, le GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating 
factor) humain recombinant et le G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor) 
humain recombinant sont fournis par Genetics Institute (Cambridge, MA). 
L'erythropoi'etine humaine recombinante est fournie par AMGEN (Thousand 
Oaks, CA), et le SF (Steel factor) humain recombinant provient d'IMMUNEX 
(Seattle, WA). Les activites sp^cifiques de ces cytokines sont respectivement: 
2.3 x 106 U/mg; 4 x 10 6 U/mg< 9 3 x 10 6 u/ mg ; 7 x 10 4 U/mg! 4.98 x 
10 5 U/mg et 10 6 U/mg. L'antiserum bloquant de dinde, anti-TGF-p, est un don 
du Dr. A.B. Roberts et du MB Sporn (Danielpour, D. Dart, L. L., Flanders, 
K. C, Roberts, A. B. ? & Sporn, M. B. (1989) J. Cell! Physiol. 138, 79-86): 
1 /zl peut neutraliser 4 ng de TGF-0. II est utilise a la concentration de 
4,2/xl/ml. 



Purification de cellules CD34 + 

Par cellules CD34+, on designe des cellules portant i'antigene 
membranaire CD34 et comprenant une sous population qui represeme le 
companiment de la cellule souche. 

FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Recuperation He sanp d* cordon ombilical. 

Des echantillons de sang de cordon ombilical humains sont recuperes a 
panir de cordon ombilical/placenia immediatement apres la naissance, tandis 
que le placenta reste in situ (Broxmeyer, H. E.. Douglas, G. W., Hangoc, G., 
Cooper, S., Bard, J., English. D. t Amy, M., Thomas;. L.. & Boyse, E, A. 
(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 3828-3832; Gluckrnan, E.. Devergie, 
A., Thierry, D., Eperou-Bourdeau, H., Traineau, R., Gerrota, J., Brossard. 
Y., Van Nifterik, J., & Benbunan, M. (1992) Bone Marrow Transplant. 9, 1 14- 
117). 

Purification d p cellules SBA-CD34 + 

Les cellules mononucleaires sont obtenues comme decrit precedernmem 
(Hatzfeld, J., Li, M.-L., Brown, E. L.. Sookdeo, H., Levesque, J. -P.. 
OToole, T., Gurney, C. Clarck, S.C., & Hatzfeld, A. (1991) J. Exp. Med. 
174, 925-929). Tres brievement apres 1" isolation de cellules mononucleaires sur 
du Ficoll Hypaque, les cellules SB A- (cellules ne se fixant pas a ragglutinine de 
soja) sont purifiees en eliminant les cellules restees attachees a ragglutinine de 
soja immobilisee de facon covalente en utilisant la procedure AIS, (procedure 
mise au point par la firme Applied, Immune Sciences). (BSA CELLector Flasks ; 
Applied Immune Sciences Inc. Santa Clara, CA). La selection positive de 
CD34+ est obtenue avec des flacons de culture recou verts d'anticorps 
monoclonaux CD34 ICH3 (CD34 CELLector Flasks, AIS), lavees un nombre 
suffisant de fois (j u squ*a 10 fois) avec une solution saline tamponnee de 
phosphate Dulbecco, contenant 1 mM d'EDTA pour assurer relimination des 
cellules non attachees et faiblement attachees (CD34+ faible ) comme observe sur 
le microscope inverse (Hatzfeld J., Batard P., Cardoso A. A., Li M.-L.. et 
Hatzfeld A. Purification and in vitro assay of early human hematopoietic 
progenitors. 205-221. Dans Culture of Hematopoiectic Cells. Freshney R.I., 
Pragnell I.B., Freshney M.G., 1994). 

Cette procedure donne de facon routiniere une purete de 95% (± 3%) de 
cellules CD34. Les cellules isolees CD34 + SBA- sont ensuite detachees par une 
incubation de 2 heures a 37 °C dans du milieu d'lscove modifie par Dulbecco 
(IMDM) additionne de serum de veau foetal (FCS) a 10% ou dans du milieu 
Stem GEM* du CNRS (milieu sans serum). Le detachement des cellules doit 
etre complet, etant donne que les cellules qui expriment une quantite elevee 
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d'antigenes CD34 representent les progeniteurs ies plus immarures et sont les 
plus difflciles a detacher. 

Composition des milieux 

Les milieux de prestimulation et de transfert sont des milieux Stem GEM* 
avec ou sans serum (CNRS Centre National de la Recherche Scientifique UPR 
9044 Villejuif France). 

Precede de transduction i 

La lignee de cellules NB16, une lignee de cellules (Danos O., et Mulligan R.C.: 
"Safe and efficient generation of recombinant retroviruses with amphotropic and 
ecotropic host ranges". Proc. Natl. Acad. Sci., USA 85: 6460-6464, 1988) qui 
exprime la P-galactosidase d'£. coli (Strair, R. K. f Towle, M., & Smith, B. R 
(1990) Nucleic Acids Res. 18, 47^*762) est foumie par J. M. Heard et 
O. Danos. Ces cellules sont maintenues en culture dans du milieu DMEM 
additionne de 10% serum de veau nouveau ne enrichi en fer (Hyclone). Cette 
lignee cellulaire produit un sumageant avec un titre viral habitue! de. 1 a 
5.10 5 unites/ml. Les cellules CD34 + sont prestimulees pendant des temps 
varies (50 000 cellules de CD34+ dans 0.5 ml). Elles sont ensuite mises en co- 
culture pendant 40 h sur des cellules NB16 a 40% de confluence dans du milieu 
StemGEM* (CNRS) additionne de polybrene a 8 /d/ml a 37°C avec 5% de CO2 
dans une atmosphere saturee en humidite. Les cellules de CD34 + sont ensuite 
doucement detachees, concentrees et testees pour des essais clonogeniques. 

Essais Clonogeniaues dan?; la methvl cellnlnsp 

Les cellules CD34+ sont cultivees a raison de 300-400 cellules/ml selon 
une modification d'un test de colonie mixte de Fauser et Messner (Hatzfeld. J., 
Li, M.-L., Brown, E. L.; Sookdeo; H., Levesque, J. -P., O Toole, T., Gumey,' 
C, Clarck, SC., & Hatzfeld. A. (1991) J. Exp. Med. 174, 925^929; Fauser, 
A. A., & Messner. H. A. (1979) Blood 53, 1023). Toutes les cultures sont 
faites au moins en double. ■ . - 
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Coloration des colonies transdunes. 

Apres une incubation de 14 a 21 jours a 37 °C dans une atmosphere 
humtdifiee sacuree, les colonies sont comptees et classifies comme decrii de 
facon anterieure (Zhou. Y.-Q., Stanley, E. R., Clark, S. C. Hatzfeld, J.. 
Levesque. J. -P.. Federici, C, Watt, S. M., & Hatzfeld, A. (1988) Blood 72. 
1870-1874). Elles sont ensuite colorees par la meme methode histochimique que 
celle utilisee pour evaluer le titre d'un surnageant, avec. X-Gal comme substrat 
(MacGregor, G. R., Nolan, G. P., Fiering, S., Roederer, M_. & Herzenberg, 
L. A. (1991) Methods Mol. Biol. 7 3 2 17-235) a l'exception du fait que la 
solution de coloration (1 ml/boite de Petri) est deux fois plus concentree que 
pour les cellules adherentes. La reaction de coloration est effecruee toute la nuit. 

Analyse statistiquc. 

La signification de differences entre les groupes de traitement est 
determinee en utilisant le test t de Student. 

Rgsultats. 

L'efficacite d'infection de nls-lacZ depend d'une periode de prestimulation 
de 10 h avec 1'anti-TGF-p. 

Les cellules SBA-CD34+ + + (cellules CD34 les plus immatures) sont 
purifiees avec une recuperation elevee de cellules du compartiment de ia cellule 
souche dom font partie les CFU-GEMM (colony-forming unit 
granulocyte/erythrocyte /macrophage /megacaryocyte ) ayant un potentiel de 
proliferation eleve (superieur a 10 5 cellules) comme decrii dans Materiel, et 
methodes. Ces cellules sont preincubees pendant des temps varies avec ou sans 
serum anti-TGF-P comme detaille dans le tableau 1 avant la co-culture avec des 
cellules NB16 pour infection par des vecteurs retro viraux. Lorsque ces cellules 
sont prestimulces pendant 10 h avec uniquement des cytokines ei sans anti-TGF- 
P avant la transduction, refficactte de transfert augmente de 1,1 a 23,8%. Cette 
augmentation double de facon significative en presence de serum anti-TGF-P, 
s'elevant de 23,8 a 47,3%. L'efficacite d'activation de I'anti-TGF-P disparait 
pendant des temps de preincubation plus longs. Desperiodes de prestimulation 
de 20 bu 48 h, ou plus longues (non representees), avec ou sans scrum anti- 
TGF-P fournissent des resultats similaires comme ceux observes apres 10 h sans 
serum anti-TGF-p. 



Printed from Mimosa 00/11/02 10:00:47 Page: 24~ 



WO 96/19567 



23 



PCT/FR9S/01691 



Effet d'anti-TOF-fl snr I'efficacite de transfen de nis-lacZ dans Jes 
differents types de progeniteurs 

Etant donne qu'une prestimulation de 10 h en presence de serum anti- 
TGF-P donne une augmentation significative du nombre total de colonies 
transduites. on a utilise eerie condition de prestimulation dans les experiences 
suivantes. Le tableau 2 detaille les types varies de progeniteurs qui sont 
transduits avec cette methode et I'efficacite relative depression pour chacun 
d'eux. L'efficacite d'expression la plus elevee est obtenue avec les progeniteurs 
les plus immatures qui sont les colonies mix tes provenant de CFU-GEMM. Ces 
progeniteurs donnent des colonies contenant 1 a 2 x 10 5 cellules. La figure 1 
montre une telle colonic La figure 2 represente des cellules erythroides avec 
une expression du gene nls-Lac-Z homogene dans toutes les cellules. La figure 3 
detaille de fapon plus precise la localisation nucleaire de P-galactosidase dans les 
macrophages et prouve T absence de coloration non specifique dans le 
cytoplasme. La prestimulation par ranti-TGF-f} augmente Tefficacite de 
iransfert de 54,5 a 95% dans les CFU-GEMM (colony-forming unit - 
granulocyte/ erythrocyte/macrophage /megacaryocyte), de 43,8 a 66,2% dans 
les BFU-E (burst-forming unit - erythroide), de 3,5 a 13,5% dans les CFU-GM 
(colony-forming unit - granulocyte /macrophage), de 0 a 9,3% dans CFU-G 
(colony-forming unit - granulocyte) et de 8,3 a 22,2% dans les CFU-M 
(colony-forming unit - macrophage). (L'efficacite de transfer! est augmentee 
par rapport aux conditions de transfection de CFU-GEMM sans TGF-0). 

La prestimulation par l'anti-TGF-p augmente la stabilite de Texpression 
du gene pendant le developpement des CFU-GEMM. 

Etant dorine que les CFU-GEMM representent une sous-population du 
compartimerit de la cellule souche qui prend part a la reconstitution 
hematopoietique a long terme (Lu, L., Xiao, M., Shen, R.-Ni, Grisby, S., & 
Broxmeyer, H. E. (1993) Blood 81, 41-48), on a analyst la stabilite de 
1' expression du gene pendant le developpement des CFU-GEMM en colonies 
mixtes. Dans le tableau 3, les CFU-GEMM sont classes selon le pourcenta'ge de 
cellules exprunant nls-lacZ, a l'intSrieur de chacune des colonies. La 
prestimulation par du serum anti-TGF-P augmente le nombre de colonies 
contenant de 90 a 100% de cellules exprimant le gene nls-IacZ. Ce type de 
CFU-GEMM ne se developpe pas dans les cultures de cellules qui ne som pas 
prestimulSes par un serum anti-TGF-p. Au contraire, cette sous-population 
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represente 41.2% de toutes les CFU-GEMM transduites apres la prestimulation 
par du serum anti-TGF-0. 

On a determine si la taille des colonies est modifiee par le transfer* de 
genes. On observe que ie nombre de cellules n'est pas different de facon 
significative dans les colonies transduites par nls-lacZ par rapport a celles qui ne 
le sont pas. 



Tableau 1. Le serum anti-TGF-p ajoute pendant une prestimulation de 
10 h augmente refficacite de transfert de gene. 



Heures 


Antiserum 
anti-TGF-P 


Nombre total de 
colonies 


Colonies : 
transfectees 


% de transfert 1 


0 


+ 


103 (± 16) 
94 (± 18) 

df = 2; p = 0.330 


1 (±0) 
2(± 2) 

df = 2; p = 0.028 


1.1 (± 05) 
1.54 (± .4) 
df = 2; p = 0.128 


10 


+ 


74 (± 19) 

125 (+ 15) 

df =3; p = 0.001 


IS (±5) 
51 (± 10) 

df = 3; p = 0.0004 


23.8 (± 9.0) 

24.8 (± 2.09) 

df = 3; p =0.034 


20 


+ 


1 10 (± 7) 
140 (± 4) 

df = 2; p = 0.015 


24 (± 5) 
35 (± 4) 

df = 2: p = 0.085 


23.5 (± 1.66) 

24.8 (± 2.2) 

df = 2; p = 0.394 


48 


+ 


91 (± 15) 

113 (± 10) 

df = 2; p = 0.138 


20 (± 6) 

21 (± 4) 

df = 2; p = 0.440 


21.9 (±3.7) 
18.7 (±2.2) 
df =2;p = 0.394 \ 



Le nombre de colonies est obtenu avec. 10 3 cellules/ml mises en culture 
dans de la methylcellulose comme decrit dans Materiel et Methodes. 
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Tableau 2. Effet du serum anti-TGF-P sur I'efficacite de transfert dans 
differents types de progeniteurs hematopoietiques. 



| Progeniteurs 




% de transfen 


% de transfen I 


I 




sans prestimuiation 


avee prestimulation | 


I 




par 1' anti-TGF-(J 


avec 1' anti-TGF-P 


I 


Nombre total de colonies 


11 


21 




Colonies transferees 


6 


20 


| CFU-GEMM 


% de transfert 


54.5 


95 




Nombre total de colonies 


,67. .. 


83 


BFU-E 


Colonies transfectees 


19 


55 




% de transfers . 


. 43,8 . 


66.2 




Nombre total de colonies 


28 


38 


CFU-GM 


(*^olnrii^*c francf^rt^c 

vUlUIUti U dllolCLlCCj 


- 1 


5 j 




% de transfert 


. .3.5. 


13.5 1 


1 CFU-G 


Nombre total de colonies 


21 


43 




Colonies transfectees 


0 


4 




% de transfert 


0 


. 9.3 




Nombre total de colonies 


12 


18 


CFU-M 


Colonies transfectees 


1 


4 . 




% de transfen 


8.3. 


22.2 



CFU-GEMM : colony- forming unit - granulocyte/erythrocyte/ 

macrophage/megacaryocyte; , 

BFU-E : burst-forming unit - erythroid; 

CFU-GM : colony-forming unit - granulocyte/ macrophage; 

CFU-G : colony-forming unit - granulocyte; 

CFU-M : colony-forming unit - macrophage. 

Ceci est le resultat d'une experience parmi 3 experiences similaires. 
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Tableau 3. Distribution des CFU-GEMM transferees selon la stabilite 
de I'expression du gene nls-Lac-Z pendant le developpement de la colonie. 





Sans serum anti-TGF-P 


Avec serum anti-TGF-p | 


% de cellules 


% 


Nombre de cellules 




X T t_ » lit 1 

Nombre de cellules 


exprunani le 


de 


par colonie mixte 


de 


par colonie mixte 


gene 


colonies 




colonies 




nls-Lac-Z 


mixtes 




mixtes 




dans chaque 










colonie mixte 










90-100 


0 


118 706 (±16 300) 


41,2 


152 776 (± 18 336) 


40-90 


66.6 


121766 (±10 821) 


35.3 


156 456 (± 19 069) 


0^0 


33.3 


122 313 (± 13 590) 


23,5 


169 963 (± 16 919). 



Les resultats representent la moyenne (± SD) de 3 experiences 
independantes. 

Tableau 4. 

Effet de I'antisenim anti-TGF-P et/ou de T anti-inter feron (IFN) sur le 
titre du surnageant produit par les cellules NB16. 

Surnageant Controle Antiserum anti-IFN Antiserum anti-TGF-P 



CFU/10-5 6 (±4.4) . 65.8 (± 68.7) 38.2 (± 42.02) 

nombre d* experiences (n = 6) (n = 6) (n=4) 

Des cellules NB 16 ont ete cultivees en absence ou en presence d'anti- . 
TGF-P ou d'anti-interferon. 

Les surnageants sont ensuite ajoutes a des cultures de cellules 3T3 non 
confluantes. Lorsque les cellules sont confluantes, elles sont colorees par le X- 
Gal et les foyers viraux sont comptes et le litre est exprime par le nombre de 
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foyers viraux multiplie par I' inverse de la dilution du surnageani de depart 
(CFU : Colony Forming Unit). 

L'addition d'anti-TGF-0 ou d'anti-interferon pendant la coculture peut 
augmenter ie pourcentage de transfert (resuitat non montre) dans les cellules 
hematopoietiques par un effet direct sur la lignee productrice. Le tableau 4 
montre, en effet, que iorsqu'on ajoute aux cellules NB16 de i'anti-TGF-p ou un 
agent viral comme un anti-interferon, on augmente le titre du surnageant En 
effet, le surnageant obtenu apres traitement par 1' anti-interferon augmente de 11 
fois le nombre de foyers d'infection et avec ranti-TGF-(3, il augmente de 6 fois. 

EXEMPLE 2 

On donne ci-apres les resultats obtenus dans des essais comparatifs de 
prestimulation avec ou sans anti-inhibiteur du cycle cellulaire 
But de l'experience : 

On souhaite sonir de la phase de repos des progeniteurs primitifs qui 
seraient sous le controle d'un TGFp autocrine. Cette sortie est obtenue apres un 
temps de stimulation court (10 heures) puis le phenomene est mis en evidence 
par mise en culture semi-solide des progeniteurs actives et lecture du nombre de 
colonies mixtes apres 21 jours de culture (Fauser A. A. et Messner H.A. (1979), 
Identification of megakaryocytes, macrophages, and eosinophils in colonies of 
human bone marrow containing neutrophilic granulocytes and erythroblasts. 
Blood, 53:1023-1027). 

Procotole experimental : 

Purification des cellules CD34+ de sang de cordon ombilical. 
Les cellules sont incubees dans 2 milieux de base differents : 
A : milieu GTL 

B : milieu liquide standard avec 10% de serum de veau foetal. 

La composition du milieu GTL est decrite dans i 'article suivant "Specific 
role of lipids, transferrin and insulin in defined media for cells of the human 
hematopoietic and immune systems" J. Hatzfeld, A. Hatzfeld, J. Maigne, M. 
Sasportes, R. Willis and D.B. Mc Clure in Cold Spring Harbor Conferences on 
Cell proliferation vol. 9, Growth of Cells in hormonally defined media, 1982, 
pp. 703-710. 

La composition du milieu GTL est la suivante: 

IMDM : milieu de base 

+ 1 mg/mT serum albumine bovine delipidee recohsticuee avec' 5 fig/ml' 
acide oleique, 5>xg/ml acide linoleique, 1 )±g/mi acide palmitique, 
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4- transferrine 5 tig/ml ("Specific role of lipids, transferrin and insulin in 
defined media for cells of the human hematopoietic and immune systems" J 
Hatzfeld, A. Hatzfeld. J. Maigne, M. Sasportes, R. Willis and D.B. Mc Clurc 
in Cold Spring Harbor Conferences on Cell proliferation vol. 9, Growth of 
Cells in hormonally defined media, 1982, pp. 703-710). 

La composition du milieu standard est la suivante: 

IMDM + 10% serum de veau foetal 



A ces deux milieux de base sont ajoutees 6. au moins des cytokines 
suivantes : ILl, IL2, IL3, IL4. IL5. IL6, IL7, ILl 1 . GCSF. SR. EPO, GM- 
CSF, FL, TPO, FGF, insuline ou des synthokines activant les recepteurs 
correspondant a ces cytokines. 

Dans chaque groupe de milieux A et B , on teste les conditions suivantes: 

1) controle : rien d'autre n'est ajoute, 

2) addition d'un anticorps anti-TGFP provenant de Stem GEM* CNRS. 
7 rue Guy Mdquet, 94801 Villejuif, FRANCE. 

Les cellules sont mises a l'etuve pendant 10 heures a 37°C, 5% C02; 
1000 cellules dans 0,4 ml de milieu. 

A la fin de la periode de prestimulation, on ajoute 2,1 ml de milieu semi- 
solide aux cellules. On met en incubation pendant 21 jours a 37°C, 5% CO. 

Resultats : 

Chaque chiffre represente la moyenne de deux boites. Ne sont presentes 
que les comptages des colonies mixtes (colonies constitutes de cellules rouges 
+ un ou plusieurs types de lignages de cellules blanches) qui proviennent des 
cellules les plus immatures. 



1 mg/ml serum albumine bovine 

2 mM glutamine 

10 tigfml transferrine 
4x10*5 m (i-mercaptoethanol. 



Exp A 



Exp B 



Exp C 



Controle (1) 



8 



6 



1 



En presence d f anticorps 
anti-TGFP (2) 



15 



12 



4 
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EXEMPLE 3: 

Par ailleurs, on a verifie que des combinaisons de facteurs plus elaborees 
que celles deja utilisees n'ont pas un effet aussi efficace que I'anti-TGFp. 

On a compare de nombreuses combinaisons de cytokines plus elaborees 
que les precedentes dans des cultures avec ou sans anti-TGF-p. On observe que 
certaines combinaisons de cytokines peuvent avoir un effet semblable a r effet de 
V anti-TGF-p sur les colonies qui se developpent rapidement et done proviennent 
de progeniteurs tardifs deja actives. Par contre, I'effet de I'anti-TGF-P ne peut 
etre remplace par aucune combinaison de cytokines pour !e developpemem de 
colonies sur 18 jours. 

Par ailleurs. s'il etait connu que les cytokines induisent le recepteur 
amphotropique des retrovirus utilises pour un transfer! de genes, on a montre, 
grace a 1 'invention, que I'anti-TGFp augmente l'expression des recepteurs de 
cytokines, done leur action, done lexpression des recepteurs amphotropes, done 
le transfer! ,de genes. L' augmentation de ^expression des recepteurs de 
cytokines pour Tanti TGF-p est sunout nette sur les cellules au repos. 

, EXEMPLE 4: 

Experience en condition de cultures unicellulaires (cellules CD34+CD38 
faibles) comparant I'effet de FL/bFGF (Ligand Flik/facteur de croissance 
fibroblastique basique) et anticorps anti-TGF-p 1 (pro venant de Stem GEM") 
dans le milieu suivant: milieu B: serum /IL3/IL67SF/GCSF) a JO, et milieu 
B+GMGSF+EPO a J12. . . ^ 

On a utilise quatre conditions de milieu de culture : 

1. milieu standard avec 24% serum de veaii foetal et 4 cytokines (IL3 
1L6, SF, GCSF), 

2. milieu standard avec 10% serum de veau foetal et 4 cytokines (IL3 
IL6. SF. GCSF) + FL/bFGF. 

3. milieu. standard + anticorps anti-TGFp (provenant de Stem GEM*). - 

4. milieu standard + FL/bFGF + anticorps anti-TGF-p (provenant de 
Stem GEM*). 

Resultats : 

Les quatre conditions donnent les resultats suivants : 
- Pour la mise en cycle des cellules : 

1. 50% des cellules donnent des clones de plus de 100 cellules, 

2. 75% des cellules donnent des clones de plus de 100 cellules, 
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3. 75% des cellules donnent des clones de plus de 100 cellules. 

4. 75% des cellules donnent des clones de plus de 100 cellules. 
II n'y a done pas d'effet additif dans la combinaison 4). 

1. II semblerait que ce soit la meme population qui soit en cause. 

- Pour la proliferation, les conditions 2 el 3 donnent les resultats suivants : 

2. 15-20% des clones contiennent plus de 10 4 cellules, 

3. 50% des clones contiennent plus de 10 4 . cellules. 

Done l'anticorps anti-TGF-P est plus efficace que le FL/bFGF. 

- Sur la nature des cellules obtenues : 

avec la combinaison 2, on obtieni surtout des G et des M (cellules plus 
matures) e'est-a-dire des granulocytes et des monocytes, 

. avec les combinaisons 3 et 4, on obtient surtout des cellules rouges et des 
mixtes (e'est-a-dire melange de cellules rouges et de cellules blanches); 

Done l'anticorps induit la mise en cycle de cellules plus precoces puisque 
e'est seulement avec l'anticorps anti-TGF-P qu'on stimule les voies erythroides 
ou mixtes. 

L' ensemble de ces resultats perniet de degager les a vantages du traitement 
court par 1'anti TGF-p selon T invention. 

Toutes les publications concernant le transfert de genes insistent sur les 
deux parametres importants d'un transfen efficace : un surnageant a titre viral 
eleve et la mise en cycle de la cellule a infecter. C'est la raison pour laquelie on 
stimule les cellules souches avec des cytokines. Dans les publications, la 
stimulation a lieu pendant plus de 72 heures el concerne des cellules deja en 
cycle. Au bout de 72 heures, beaucoup de ces cellules ont deja commence a se 
differencier. Les cellules qui sont infectees sont done beaucoup moins 
immatures qu'au depart. Avec Fanti-TCF-p, et conformement au procede de 
1' invention, les cellules sont stimulees un temps tres coun et sont des cellules 
initialement au repos. Elles n'ont eu que le temps d'entrer en cycle sans se 
differencier ou peu. Le procede de 1'invention permet de les remettre en phase 
de repos immediatement apres le transfert de genes grace a un court traitement 
par du TGF-p. Par consequent, les cellules qui sont transferees sont plus 
immatures, ce qui est le but recherche en therapie genique utilisant la cellules 
souche hematopoietique. Ce. procede est applicable a d'autres types de cellules 
en utilisant eventuellement d'autres anti-inhibiteurs du cycle cellulaire (and Rb : 
anti-gene de susceptibilite au retinoblastoma ami INK : anti-inhibiteur de 
kinase, etc). 

Ces anti-inhibiteurs - peuvent etre des oligonucleotides anti-sens, des 
anticorps bloquants, des inhibiteurs naturels ou de synthese. 
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REVENDICATIONS 



1. Utilisation de moyens de blocage d'au moins un inhibiteur du cycle 
cellulaire pendant une duree n'excedant pas 72 h. et n'excedant pas de 
preference 36 h, et notamment inferieure a environ 20 h, et de preference 
d'environ 1 a 15 h. et de preference d'environ 1 a 10 h. dans une culture de 
cellules souches, afin de liberer les cellules souches de leur etat de repos. 

2. Utilisation selon la revendication 1, de moyens de blocage d'au moins 
un inhibiteur du cycle cellulaire dans un test de comparison, dune part; entre 
une culture de cellules souches dans un milieu contenant les sus-dits moyens de 
blocage d'au moins un inhibiteur du cycle cellulaire et, d' autre pan. entre une 
meme culture de cellules souches que celle mentionnee ci-dessus dans un milieu 
ne contenant pas de sus-dit moyen de blocage d'au moins un inhibiteur du cycle 
cellulaire. afin de determiner 1c degre de maturite des sus-dites cellules souches. 

3. Utilisation selon la revendication 1. de moyens de blocage d'au moins 
un inhibiteur du cycle cellulaire dans une culture de cellules souches , afin de 
liberer les cellules souches de leur etat de repos. suivie d'une etape de transfer! 
de genes dans: les sus-dites cellules souches. 

4. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3 dans laquelle les cellules 
souches spnt des cellules hematopoietiques et les moyens de blocage d'au moins 
un inhibiteur du cycle cellulaire sont consumes par de l'anti TGF-p. 

5. Cellules, notamment cellules souches hematopoietiques, contenant tout 
ou partie d'un gene heterologue dans leur genome, susceptibles d'etre obtenues 
selon le proeede comprenant les etapes suivantes: 

, la prestimulation de cellules au repos, notamment des cellules souches 
hematopoietiques au repos dans un milieu contenant: 

* des moyens de blocage directs ou indirects d'au moins un 
inhibiteur du . cycle cellulaire des dkes cellules, notamment des dites cellules 
souches hematopoietiques pendant une duree suffisante pour liberer les cellules, 
notamment les cellules souches hematopoietiques de leur etat de repos; ct 
n'excedant pas de preference 72 h. et n'excedant pas de preference 36 h. et est 



Printed from Mimosa 00/1 1/Q2 10;01.13 Page: 33 



WO 96/19567 " PCT/FR95/01691 

noiammeni inferieure a environ 20 h. et est dc preference d'environ 1 h a 15 h, 
et de preference d'environ 1 h a 10 h, et 

* des substances, notamment des cytokines, pour permetire 
I'activation d'un cycle cellulaire et/ou ulterieurement la traversee d'au moins un 
cycle cellulaire, 

- l'etape de transfert par la mise en presence des cellules, notamment des 
cellules souches hematopoietiques obtenues a l'etape precedente avec tout ou 
partie d'un gene heterologue, dans un milieu permettant Le transfert de tout pu 
partie du gene heterologue dans le genome des cellules, notamment de cellules 
souches hematopoietiques, pour obtenir des cellules, notamment des cellules 
souches hematopoietiques comportant tout ou partie d'un gene heterologue, 

- la recuperation eventuelle des cellules, notamment des cellules souches 
hematopoietiques obtenues a l'etape precedente. 

6. Cellules souches hematopoietiques contenani dans leur genome tout ou 
partie d'un gene heterologue, et ayant un potentiel de multiplication egal ou 
super ieur a 10 6 et un potentiel de differentiation susceptible de couvrir tous les 
lignages hematopoietiques. 

7. Cellules, notamment cellules souches selon Tune des revendications 5 
ou 6, comportant, a I'interieur d'elles memes ou sur leur surface, des moyens de 
blocage de tout inhibiteur de leur cycle cellulaire. 

8. Cellules, selon Tune quelconque des revendications 5 a 7, a 1'etat de 
repos. 

9. Cellules, notamment cellules souches hematopoietiques selon Tune des 
revendications 5 a 8, dans lesquelles les moyens de blocage sont consumes par 
ceux choisis parmi: les anti-inhibiteurs du cycle cellulaire, par exemple des 
agents bloquant les genes suppresseurs de tumeurs, des antagonistes du TGF-P 
tels que des antisens du TGF-P. des anticorps neutralisants le TGF-P, des 
recepteurs solubles du TGF-P ou des inhibiteurs naturels ou de synthese du 
TGF-P, ou des inhibiteurs de la voie de synthese du TGFp. 

10. Cellules souches hematopoietiques selon Tune des revendications 5 a 
9, dans lesquelles tout ou partie du gene heterologue peut etre choisi parmi les 
genes suivants: marqueurs: Neo (gene de resistance a la neomycine), . CD2 
(antigene leucocytaire), nls-Lac-Z. ou des genes corrigeant une hematopathie ou 
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tout autre pathologie telle que ADA (gel de ^adenosine deaminase). ALDP 
(gene corrigeant adrenoleucodystrophie), TK (gene suicide permettant de cuer 
des cellules en presence d'acyclovir sous le contrdle de promoteurs viraux). 

11. Procede de transfer! de tout ou partie d'un gene heterology dans le 
genome de cellules activees a pariir d'un etat de repos, notamment de cellules 
souches hematopoi'etiques activfees a partir d'un <etat de repos, caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes suivantes: 

- la prestimulation de cellules au repos, notamment des cellules souches 
hematopoietiques au repos dans uri milieu contenant: 

* des moyens de blocage directs ou indirects d'au moins un 
inhibiteur du cycle cellulaire des dites cellules, notamment des dites cellules 
souches hematopoietiques pendant une duree suffisante pour liberer les cellules, 
notamment les cellules souches hematopoietiques de leur etat de repos, et 
n'excedant pas de preference 72 h, et n'excedant pas de preference 36 h, et est 
notamment inferieure a environ 20 h, et est de preference d'environ 1 h a 15 h. 
et de preference d'envirbn 1 h a 10 h, et 

* des substances, notamment des cytokines, pour permenre 
Tactivation d'un cycle cellulaire et/ou ukerieurement la traversee d'au moins un 
cycle cellulaire, 

- Tetape de transfen par la mise en presence des cellules, notamment des 
cellules souches hematopoietiques obtenues a Tetape precedente avec tout ou 
partie d'un gene heterologue, dans un milieu permettant le transfert de tout ou 
partie du gene heterologue dans le genome des cellules, notamment de cellules 
souches hematopoietiques, pour obtenir des cellules, notamment des cellules 
souches hematopoietiques comportant tout ou partie d'un gene heterologue, 

- la recuperation eventuelle des cellules, notamment des cellules souches 
hematopoietiques obtenues a Tetape precedente. 

12, Procede selon la revendication ii, dans lequel Tetape de transfert de 
tout ou partie du gene heterologue se fait avec une cocuirure de cellules, 
notamment des cellules souches hematopoietiques^ prestimuiees selon la 
premiere etape de la revendication 11, et de cellules produisant un vecteur, tel 
qu'un vecteur viral ou un retrovirus, contenant tout ou partie du gene a. 
transferer. 

13. Procede selon la revendication 11, dans lequel Tetape de transfen de 
tout ou partie du gene heterologue se fait en mettant en presence de cellules. 
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notamment dc cellules souches, prestimulees selon la premiere etape de la 
revendication 11, et du surnageant de cellules contenant un vecteur. tel qu'un 
vecteur viral ou un retrovirus comprenant tout ou partie du gene a transferer. 

14. Procede selon Tune des revendications li a 13, dans lequel tout ou 
partie du gene a transferer proviem d'un vecteur, tel quun vecteur viral ou un 
retrovirus produit par une culture productrice a laquelle "est additionne un agent 
viral, tel qu'un anti-TGF-P, un anti-interferon ou tout agent stabilisateur de 
vecteur. 

15. Procede selon Tune des revendications 11 a 14, dans lequel le milieu 
de prestimulation comprend: IMDM (lscove Dubelcco Modified Medium), 
(Stem GEM*) correspondant a un milieu commercialise par le CN R S ), des 
cytokines, des antagonistes du TGF-p tels que des oligonucleotides antisens du 
TGF-p, des anticorps neutralisants le TGF-P , des recepteurs solubles du TGF-p 
ou des inhibiteurs naturels ou de synthese du TGF-p, des anticorps neutralisants 
le TGF-p, des recepteurs solubles du TGF-p ou des inhibiteurs naturels ou de 
synthese du TGF-p, des combinaisons de cytokines susceptibles de bloquer dans 
un espace de temps court (inferieur a 72 h. de preference inferieur a 10 h), les 
inhibiteurs du cycle cellulaire des cellules souches quiescentes. 

16. Procede selon 1* une des revendications 11 a 15, dans lequel les 
cytokines sont choisies parmi une comb inaison d'au moins 4 cytokines choisies 
parmi les cytokines suivantes: IL1, IL2, IL3, IL4. IL5, IL6, IL7, IL11, GM- 
CSF (granulocyte-monocyte colony stimulating factor), G-CSF, facteur Steel 
(SF), ligand de FLT3 (FL), erythropoietine, TNF, LIF, thrombopoietine, et 
insuline ou synthokines de synthese. 

17. Procede selon Tune des revendications 11 a 16, dans lequel le milieu 
permettant le transfert de tout ou partie du gene heterologue est consume par, 
ou comprend: DMEM, et eventuellement IMDM, des cytokines, et 
eventuellement un antagoniste du TGF-p, des anti-interferons, ou tout autre 
agent viral, permettant d'augmenter la production et7ou la stabilite du vecteur 
viral ou du retrovirus, contenant le gene a transfecter. 

18. Procede, selon Tune des revendications 11 a 17, comprenant a Tissue 
de 1' etape du uransfert de tout ou partie du gene heterologue, la culture des 
cellules souches hematopoietiques comportant dans leur genome tout ou partie 



Printed from Mimosa 00/1 1/02 10:01:22 Page: 36 



WO 96/19567 



35 



PCT/FR9S/01691 



d un gene heterologue dans un milieu approprie. nocamment un milieu liquide 
ou un milieu semi-solide. pour obtenir des cellules hematopoietiques 
differenciees, notamment les cellules differenciees du sang. 

19. Procede selon l'une des revendications 11 a 17. comprenant a Tissue 
de I'etape de transfen de tout ou partie du gene heterologue. une etape de 
remise a l'etat de repos des cellules, notamment des cellules souches 
hematopoietiques contenant tout ou partie du gene heterologue, cette etape 
pouvant etre effectuee a l'aide d'au moins un inhibiteur du cycle cellulaire, tel 
que le TGF-0. 

20. Procede permettanc daugmenter le titre d'un . vecteur, tel qu un 
vecteur viral, ou un retrovirus, lequel vecteur est produit par une culture 
productrice. par addition a ladite culture d'un agent viral tel qu'un anti-TGF-P. 
un anti-interferon, ou de tout agent stabilisateur de vecteur. 

21. Procede de determination du degre de" maturite de cellules souches. 
notamment hematopoietiques, caracterise en ce qu'il comprend les etapes 
suivantes : 

- on effectue la culture d'un premier ensemble de cellules souches. 
notamment hematopoietiques. dans un milieu approprie a leur culture, mais ne 
contenant pas de moyens de blocage d'au moins un inhibiteur du cycle 
cellulaire, pendant environ 14 a environ 28 jours, de preference 18 jours, 

- on effectue la culture d'un deuxieme ensemble de cellules souches. 
notamment hematopoietiques, de meme nature et de meme degre de maturite 
que celles mentionnees ci-dessus, dans un milieu approprie contenant des 
moyens de blocage d'au moins un inhibiteur du cycle cellulaire, ces moyens de. 
blocage etant presents, dans le milieu de culture a une concentration efficace, 
pendant une periode n'excedant pas 72 h, de preference d'environ 1 a 15 h et de 
preference encore, de 1 a 10 h. cette culture ayant lieu pendant la meme duree 
que celle du premier ensemble de celiules souches, 

- on compare, 18 jours apres la mise en culture de chacun des deux 
ensembles de cellules souches, le nombre et la nature des colonies, la difference 
des sommes des colonies a haul potentiel proliferatif (HPP-CFC HPP-MEG. 
HPP-GEMM) respectivement entre celle du deuxieme ensemble et celle du 
premier ensemble correspondant aux colonies HPP-Q. 
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Figure 1 




Figure 2 
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Abstract 



PCT No. PCT/FR95/01691 Sec. 371 Date Jul. 10, 1997 Sec. 102(e) Date Jul. 10, 1997 PCT Filed Dec. 
18, 1995 PCT Pub. No. W096/19567 PCT Pub. Date Jun. 27, 1996A method is disclosed for gene 
transfer into a culture of primitive stem cells which comprises a prestimulation step of adding a blocking 
agent to block at least one inhibitor of a cell cycle of said primitive stem cells. The prestimulation is time- 
limited for a period of less than approximately 36 hours so that said culture of primitive stem cells retains 
hematopoietic potential. 
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Description 



BACKGROUND OF THE INVENTION 

Generally, the invention relates to a method for gene transfer into cells activated from a quiescent 
state, in particular hematopoietic stem cells, and the cells thus obtained. 

DESCRIPTION OF THE RELATED ART 

Progress in the identification and cloning of genes that are responsible for human genetic diseases has 
led to a major program for the improvement of gene transfer technology (Anderson, W. F. (1992) 
Science, 256: 808-813; Miller, A. D. (1992) Nature, 357: 455-460; Morgan, R. A., & Anderson, W. F. 
(1993) Annu. Rev. Biochem., 62: 191.217; Karilsson, S. (1991) Blood, 78: 2481-2492). For example, 
different viral vectors have been used for hematopoietic stem cells, each haying their own advantage 
(Anderson, W. F. (1992), mentioned above). The insertion of a retroviral vector into the host genome 
ensures its replication in the host cell. This insertion requires an active proliferative state (Anderson, W. 

F. (1992), mentioned above; Varmus, H. E., Padgett, T. f Heasley, S., Simon, G., & Bishop, J. M. 
(1977), Cell., 11: 307-319; Nolta, J. A., & Kohn, D. B. (1990) Hum. Gene Ther., 1: 257-268; Miller, D. 

G. , Adam, M. A., & Miller, A. D. (1990) Mol. Cell. Biol., 10: 4239-4242) which does not exist in the 
compartment of the hematopoietic stem cell which is in a quiescent state (Lajtha, L. G., & Schofield, R. 
(1974) Differenciation, 2: 313-320), or in other types of stem cells and somatic cells such as the 
hepatic cells. Using antisense oligonucleotides against inhibitor gene, in particular TGF-.beta.-1, has 
shown that the early progenitors of human bone marrow can be released from their quiescent state by 
blockage of an autocrine TGF-.beta. (Hatzfeld, J., Li, M.-L., Brown, E. L, Sookdeo, H., Levesque, J.t. 
P., OToole, T. t Gurney, C, Clark, S. C, and Hatzfeld, A. (1991), J. Exp. Med., 174: 925-929). 

Moreover, where transplants of hematopoietic tissue are concerned, in the past, the capacity for 
transplanting samples of bone marrow has been analysed by estimating the quantity of CFU-GM 
(colony-forming unit-granulocyte/macrophage: granulo-monocytic progenitor) cells. However, these 
cells which probably play an important part in cell generation for a short period following the 
transplantation of a graft may not reflect the quantity of more primitive cells, and in particular of 
hematopoietic stem cells which are important in long-term hematopoiesis. The stem cells involved in 
. long-term transplants represent a small sub-population of cells which may possibly have the phenotype 
CD34+CD38- (compartment of the hematopoietic stem cell: cells rich in membrane antigen CD34 and 
poor in maturation membrane antigen CD38). 

Recently, human cord blood has proved to be sufficient for reconstituting hematopoiesis after 
transplantation in children (Gluckman, E., Broxmeyer, H. E., Auerbach, A. D., Friedman, H. S. f 
Douglas, G. W., Devergie, A., Esperou, H., Thierry, D. f Socie, G., Lehn, P., Cooper, S., English, D., 
Kurtzberg, J., Bard, J., & Boyse. E. A. (1989), N. Eng. J. Med., 3: 1 174-1 178; Broxmeyer, H. E., 
Douglas, G. W., Hangoe, G., Cooper, S., Bard, J. t English, D., Amy, M., Thomas, L, & Boyse, E. A. 
(1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86: 3828-3832; Broxmeyer, H. E., Hangoe, G., & Cooper, S. (1992) 
Bone Marrow Transplant., 9: 7-10). In vitro, the data from various laboratories (Broxmeyer, H. E., 
Hangoe, G. f Cooper, S., Ribeiro, R. C, Graves, V., Yoder, M., Wagner, J. t Vadhan-Raj, S.. Benninger, 
L. t Rubinstein, P., & Broun, E. R. (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 89: 4109-4113; Lu, L, Xiao, M., 
Shen, R.-N., Grisby, S„ & Broxmeyer, H. E. (1993) Blood, 81: 41-48; Hows, J. M., Bradley, B. A., 
Marsh, J. C. W., Luft, T. f Coutinho, L., Testa, N. G., & Dexter, T. M. (1992) Lancet, 340: 73-76; 
Cardoso, A. A., Li, M. L., Batard, P., Hatzfeld, A. t Brown, E. L, Levesque, J.-P., Sookdeo, H., 
Panterne, B., Sansilvestri, P., Clark, S. C, & Hatzfeld, J. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 8707- 
871 1 , suggesting that cord blood has a greater capacity for generating progenitors in culture than that 
of bone marrow, and consequently that cord blood could be suf ficient to effect transplants of 
hematopoietic tissues onto adult recipients. 

However, a rapid gene transfer into the whole (totality) of the compartment of the hematopoietic stem 
cell or of any other stem or somatic cell at rest (this state of rest also being called "quiescence" or as 
corresponding to the Go phase), has not been satisfactorily achieved to date. 

SUMMARY OF THE INVENTION 

Gene transfer into cells activated from a quiescent state, in particular hematopoietic stem cells 
activated from a quiescent state, is one of the aspects of the invention. 

The subject-matter of the invention is also quiescent cells, in particular quiescent hematopoietic stem 
cells, containing a heterologous gene. 

The subject matter of the invention is also hematopoietic tissue containing a heterologous gene likely 
to form long-term grafts. 

The invention relates to cells, in particular hematopoietic stem cells, containing in their genome all or 
part of a heterologous gene. 
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An object of the invention relates to the use for means for blocking at least one inhibitor of the cell cycle 
for a period not exceeding 72 h (h: hours), and preferably not exceeding 36 h, and in particular less 
than 20 h, and preferably approximately 1 to 15 h, and preferably approximately 1 to 10 h f in a culture 
of stem cells, in order to release the stem cells from their quiescent state. 

According to an advantageous embodiment, an object of the invention is the use of means for blocking 
at least one inhibitor of the cell cycle in a test comparing, on the one hand, a culture of stem cells in a 
medium which contains the aforementioned means for blocking at least one inhibitor of the cell cycle 
and, on the other hand, the same culture of stem cells as that mentioned above in a medium which 
does not contain the aforementioned means for blocking at least one inhibitor of the cell cycle, in order 
to determine the degree of maturity of the aforementioned stem cells. 

According to another embodiment, an object of the invention is the use of means for blocking at least 
one inhibitor of the cell cycle in a culture of stem cells, in order to release the stem cells from their 
quiescent state, followed by a step in which genes are transferred into the aforementioned stem cells. 

Within the framework of the invention, the stem cells are advantageously hematopoietic cells and the 
means for blocking at least one inhibitor of the cell cycle advantageouslycomprises anti-TGF-.beta.. 

Another object of the invention relates to cells, in particular hematopoietic stem cells, containing all or 
part of a heterologous gene in their genome, which are likely to be obtained according to the method 
comprising the following steps: 

the preatimulation of quiescent cells, in particular of quiescent hematopoietic stem cells, in a medium 
containing: 

direct or indirect means for blocking at least one inhibitor of the cell cycle of the said cells, in particular 
of the said hematopoietic stem cells, for a period which is sufficient to release the cells, in particular the 
hematopoietic stem cells, from their quiescent state, and preferably does not exceed 72 h, and 
preferably does not exceed 36 h, and is in particular less than approximately 20 h, and is preferably 
approximately 1 to 15 h, and preferably approximately 1 to 10 h, and 

substances, in particular cytokines, for permitting the activation of a cell cycle and/or subsequently the 
passage of at least one cell cycle, 

the step comprising transfer by contacting the cells, in particular the hematopoietic stem cells, obtained 
in the previous step, with all or part of a heterologous gene, in a medium permitting the transfer of all or 
part of the heterologous gene into the genome of the ceils, in particular of the hematopoietic stem cells, 
in order to obtain cells, in particular hematopoietic stem cells, including all or part of a heterologous 
gene, and 

the possible recovery of the cells, in particular of the hematopoietic stem cells, obtained in the previous 
step. 

Yet another object of the invention relates more particularly to hematopoietic Stem cells containing in 
their genome all or part of a heterologous gene and having an in vitro multiplication potential equal to or 
greater than 10@6 and a differentiation potential likely to cover all hematopoietic lineages. 

Hematopoietic stem cells are defined as quiescent cells which can give rise to all hematopoietic 
lineages and to the ceils deriving therefrom. Whatever the origin of the stem cells (fetal liver, fetal 
marrow, cord blood, adult marrow, peripheral blood), their proliferation potential is always very high: 
one cell giving rise to more than 1 to 20.times.10@6 cells in vitro. This number can be higher if new 
cytokines and bioreactors are used. . 

The hematopoietic stem cells can come from samples of bone marrow originating in a puncture of the 
iliac crest on bone marrow donors. 

Hematopoietic stem cells can also be recovered from cord blood taken immediately after birth, from 
fetal liver or marrow, from peripheral blood or from any other organ of the hematopoietic system. 

A multiplication potential equal to or greater than 10@6 means that a single hematopoietic stem cell . 
can give rise, under suitable conditions, to 10@6 blood ceils. • - 

The multiplication potential of the hematopoietic stem cells of the invention can reach 1 to 
20.times.10@6 cells in Stem GEM* medium and in traditional culture. This figure can be higher if new. 
cytokines and bioreactors are used. 

Hematopoietic lineages is the term used to describe ail of the cells giving rise to one of the different 
blood cell types. 

Quiescent cells likely to be within the framework of the invention is the term used to describe cells 
which do not multiply in an ordinary physiological situation and are likely to be activated.in culture. 
Examples that can be cited are: cells of the liver, cells of the bony tissue, endothelial cells, cells of the 
tissue of the nervous system, etc. ... or hematopoietic stem cells, the majority of which remain . 
quiescent in the normal individual. . 

According to an advantageous embodiment, the invention relates to cells, in particular hematopoietic 
stem cells, including, inside themselves or on their surface, means of blocking any inhibitor of their cell 
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cycle.. 

The following can be cited as means of blocking inhibitors of the cell cycle inside the cell: antisense 
oligonucleotides, ribozymes. natural or synthetic chemical inhibitors, blocking antibodies, cytokines 
such as TNF, interferons or factors such as MIP-1 , platelet factor 4 or FGF. These can penetrate 
naturally with suitable culture media or by electroporation, by microinjection or by any other method 
using a transport through the membrane such as liposomes. 

The following can be cited as blocking means inhibiting the cell cycle on the surface of the cell: 
antibodies of receptors or of membrane antigens, receptor ligands. natural or synthetic, combinations 
of cytokines comprising various interleukins and CSFs (colony-stimulating factors) or hematopoietic 
growth factors. 

Antibodies and ligands affix themselves specifically to an antigen or a receptor which corresponds to 
them. 

In the cells of the invention, in particular in the hematopoietic stem cells, the blocking means can 
consist in those chosen from among: anti-inhibitors of the cell cycle, for example agents blocking 
tumor-suppressing genes, antagonists of TGF-.beta. such as: antisense oligonucleotides of TGF- 
.beta., antibodies neutralizing TGF-. beta:, soluble receptors of TGF-.beta. or natural or synthetic 
inhibitors of TGF-. beta.. 

The abbreviation TCF-.beta. corresponds to a "transforming growth factor" and corresponds to a family 
of proteins. 

Examples that can be cited of tumor-suppressing antigens are pRb, p107 (Zhu et a!., Genes and 
development, 7: 1111-1125, 1993), p130 (Hannon et al., Genes Dev., 7: 23-2391, 1993), p300, p53, 
p15 (Hannon G. J. & Beach D. (1994): "p15@INK4B is a potential effector of TGF-.beta.-induced cell 
cycle arrest", Nature, 371: 257), p16 (Ivison A. J. (1994): M p16 and familial melanoma", Nature Genet., 
371: 180, Sansilvestri P. Doctoral Thesis Paris XI, 1994), p21 (Xiong Y. f et al., & Beach D. (1993): "p21 
is a universal inhibitor of cyclin kinases", Nature, 396: 701), and p27 (Polyak et al. (1994a): Cloning of . _ 
p27@kiP1, a cyclindependent kinase inhibitor and a potential mediator of extracellular antimitogenic 
signals", Cell. 78: 59-66; Polyak et al. (1994a): p27@kip1, a cyclin-cdk inhibitor, links transforming . 
growth factor b and contact inhibition to cell cycle arrest", Genes Development, 8: 9-22). ^>> 

The term antagonists of TGF-.beta. is used to describe an agent which neutralizes in vitro or in vivo the 
biological activity of TGF-.sym., types 1 , 2 or 3. 

The term neutralizing antibodies is used to describe an antibody or a combination of antibodies, 
preferably a monoclonal antibody or a combination of monoclonal antibodies, which neutralizes in vitro ; 
or in vivo the biological activity of TGF-.beta. of types 1 , 2 or 3. 

The term natural or synthetic inhibitor of TGF-.beta. is used to describe a substance which inhibits in 
vitro or in vivo the biological activity of TGF-.beta.. 

5-CCCGGAGGGCGGCATGGGGGA-3' (SEQ ID NO: 1 j can be used advantageously as an antisense 
nucleotide of TGF-.beta. (J. Hatzfeld et al., "Release of Early Human Hematopoietic Progenitors from 
Quiescence by Antisense Transforming Growth Factor .beta.1 or Rb Oligonucleotides", J. Exp. Med., 
vol. 174. October 1991, pp. 925-929). 

Also conceivable as blocking means are a cytokine or a combination of cytokines likely to release the 
stem cells from the quiescent state for a period of less than approximately 10 h. 

The following can be cited as cytokines: all interleukins, all CSFs (colony stimulating factors), all 
immunomodulators including the following interleukins: IL1, IL2, IL3, IL4, IL5, IL6, IL7, IL8, TL9, IL10, 
IL11, IL12, IL13, TNFs (tumor necrosis factors), interferons, LIFs (leukemia inhibiting factors), MIP-1 
(inflammatory protein produced or acting on the macrophage, Dunlop D. J. et al.: Blood, 1992, 79: 
2221-2225), the Steel factor, and the ligand of the receptor fit-3 or FL. 

A combination of cytokines that can be cited is IL3, IL6, GMCSF (growth factor of granulo-monocytic . 
progenitors), SF and FL. 

The means of blocking any inhibitor of the cell cycle must be used in a quantity suitable for neutralizing 
the activity of any inhibitor of the cell cycle. They are generally used in concentrations ranging from 0.1 
to 1000 units/ml, preferably from 1 to 10 units/ml. 

When an antisense oligonucleotide of TGF-.beta. is used, this can be used at from 0.03 .mu.M to 
100 .mu.M, in particular from 5 .mu.M to 8 .mu.M, or from 0.01 .mu.M to 0.5 .mu.M in the presence of . 
certain agents for example lipid agents permitting a better, penetration of the oligonucleotides into the 
cell than the previously described penetrations. "£.■*"■■ 

According to an advantageous embodiment, the invention relates to quiescent cells,. in particular 
hematopoietic stem cells containing,, integrated into their, genome, all or part of a heterologous gene. 
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In fact, after the transfer of all or part of a heterologous gene into their genetic patrimony, the cells can 
be returned to the quiescent state. 

The method of the invention according to which, after the transfer of ail or part tf a heterologous gene, 
the cells are returned to the quiescent state, is detailed later in the present description. 

The invention also relates to a composition of hematopoietic cells or a cluster of hematopoietic cells or 
a tissue of hematopoietic cells which are likely to maintain a continuous hematopoiesis for a period 
greater than or equal to approximately 6 months, and consist in hematopoietic stem cells and where 
appropriate of progenitors in the course of differentiation, the aforementioned stem cells and the 
aforementioned progenitors containing ail or part of a heterologous gene. 

The expression "maintaining a continuous hematopoiesis" corresponds to a physiological production of 
mature blood cells. 

The invention also relates to a method of transferring all or part of a heterologous gene into the 
genome of cells activated from a quiescent state, in particular of hematopoietic stem cells activated 
from a quiescent state, characterized in that it comprises the following steps: 
the prestimulation of quiescent cells, in particular of quiescent hematopoietic stem cells, in a . 
prestimulation medium containing: 

direct or indirect means for blocking at least one inhibitor of the cell cycle of the said quiescent cells, in 
particular of the said hematopoietic stem cells, for a period which is sufficient to release the cells, in 
particular the hematopoietic stem cells, from their quiescent state, and preferably does not exceed 
approximately 72 h, preferably does not exceed 36 h, and is in particular less than approximately 20 h 
and is preferably approximately 1 to 15, and preferably approximately 1 to 10 h and:, 
substances, in particular cytokines, for permitting the activation of a cell cycle and/or subsequently the 
passage of at least one cell cycle of the said cells, in particular of the said stem cells, 
the step comprising transfer by contacting the cells, in particular of the prestimulated hematopoietic 
stem cells obtained in the previous step, with all or part of a heterologous gene in. a medium permitting 
the transfer of all or part of the heterologous gene into the genome of the cells, in particular of the 
hematopoietic stem cells, in order to obtain cells, in particular hematopoietic stem cells including ail or 
part of a heterologous gene, 

the possible recovery of the cells, in particular of the hematopoietic stem cells, obtained in the previous 
step. 

The quiescent hematopoietic stem cells used within the framework of the gene transfer can be 
obtained from fetal hematopoietic organs, from cord blood, from bone marrow, from peripheral blood or 
from any other hematopoietic organ, according to the method described in the examples (Hatzfeld J., 
Batard P., Cardoso A. A., Li M.-L, and Hatzfeld, A.: "Purification and in vitro assay of early human 
hematopoietic progenitors", 205-221, in Culture of Hematopoietic Cells, Freshney R. I., Pragnell I. B., 
Freshney M. G. ( 1994). 

As far as the period of prestimulation is concerned, it does not exceed approximately 72 h, preferably 
36 h, and is preferably approximately 1 to 15 h, and preferably approximately 1 to 10 h. 

The induction of the prestimulation can take place for an extremely short time, of the order of some 
seconds, but the triggering of ail of the cell mechaniams permitting the stem cell to leave the Go phase 
takes at least an hour. 

In the case of the use of anti-TGF-.beta. as a blocking means, prestimulation does not exceed 
approximately 72 h, since beyond 72 h, and in particular beyond 19 h, there is no supplementary effect 
beyond the prestimulation obtained with combinations of cytokines or anti-TGF-.beta. and 
combinations of cytokines. 

The expression "activation of a cell cycle" corresponds to the introduction of functions permitting the 
passage of the cell cycle. 

The expression "the passage of at least one cell cycle" corresponds to a division of the genome (S 
phase), and to a mitosis giving two identical cells. 

At the end of the gene transfer, the cells can either multiply and differentiate, or they can be returned to 
the quiescent state, as is explained later in the description. 

When the transfected stem cells are returned to the quiescent state, the compartmentof. the stem cell 
has "aged" by one division, which is not much compared with its enormous hematopoietic potential. . 

In the method of the invention, according to an advantageous embodiment the prestimulation medium 
comprises: IMDM (Iscove Dubelcco Modified Medium), StemGEM* (corresponding to a range of media 
marketed by the C.N.R.S.), cytokines, antagonists of TGF-.beta. such as antisense_oligonucleotides of 
TGF-.beta., antibodies neutralizing TGF-.beta., soluble receptors of TGF-.beta. or natural or synthetic 
inhibitors of TGF-.beta., combinations of cytokins likely to block in a short time space (less than 72 h, 
preferably less than 10 h) the inhibitors of the cell cycle of the quiescent stem cells, controlled or not by 
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TGF-.beta.. 

According to an embodiment of the method of the invention, the cytokins are chosen from among a 
combination of at least four cytokines chosen from among the following cytokines: IL1 (interleukm 1), 
IL2 (interleukin 2), IL3 (interleukin 3), IL4 (interleukin 4), IL5 (interleukin 5), IL6 (interleukin 6), IL7 
(interleukin 7), IL11 (interleukin 11), GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor; 
growth factor of granulo-monocytic progenitors), G-CSF (granulocyte colony-stimulating factor; growth 
factor of granulocytic progenitors), Steel factor (SF), ligand of the receptor FLT3 (FL), erythropoietin, 
TNF, LIF (leukemia inhibiting factor), thrombopoietin, insulins and FGF. 

The transfer of all or part of a heterologous gene can take place with a coculture of cells, in particular 
of hematopoietic stem cells, which have been prestimulated according to the first step of the method of 
the invention, and cells producing a vector, such as a viral vector or a retrovirus, containing all or part 
of the gene to be transferred (Ferry N., Duplessis O., Housain D., Danos O., and Heard J.-M. 
"Retroviral-mediated gene transfer into hepatocytes in vivo". Proc. Natl. Acad. ScL, USA, 88; 8377- 
8381,1991). 

The transfer can also be carried out by contacting the cells, in particular of the prestimulated 
hematopoietic stem cells, with the supernatant of cells containing a vector, such as a viral vector or a 
retrovirus including all or part of the gene to be transferred (Lu, R. L., Xiao, M., Clapp, D.-W., Li. Z.-H., 
& Broxmeyer, H. E (1993), J. Exp. Med., 178: 2089-2096). 

The invention also relates to a method of transferring all or part of a heterologous gene into the 
genome of cells activated from a quiescent state, in particular of hematopoietic stem cells activated 
from a quiescent state,. characterized in that it comprises the following steps: 
the prestimulation of quiescent ceils, in particular of quiescent hematopoietic stem cells, in. a 
prestimulation medium containing: ~ 

direct or indirect means for blocking at least one inhibitor of the cell cycle of the said cells, in particular 
of the hematopoietic stem cells, for a period which is sufficient to release the cells, in particular the 
hematopoietic stem cells, from their quiescent state, and preferably does not exceed approximately 72 
h, and preferably does not exceed approximately 36 h, and is in particular less than approximately 20,1? 
and is preferably approximately 1 to 15 h, and preferably approximately 1 to 10 h, and 
substances, in particular cytokines, for permitting the activation of a cell cycle and/or subsequently the ♦ 
passage of at least one cell cycle of the said cells, in particular of the said hematopoietic stem cells, 
the step comprising transfer by contacting the cells, in particular of the prestimulated hematopoietic 
stem cells obtained in the previous step, with all or part of a heterologous gene, in a medium permitting 
the transfer of all or part of the heterologous gene into the genome of the stem cells, by coculture of — 
cells, in particular of prestimulated hematopoietic stem cells as indicated above and of cells producing 
a viral vector or a retrovirus containing all or part of the gene to be transferred, in order to obtain cells, / 
in particular hematopoietic stem cells including all or part of a heterologous gene, and 
the possible recovery of the cells, in particular of the hematopoietic stem cells obtained in the previous 
step. 

The coculture can be carried out as described in Human Cord Blood Cells as Targets for Gene 
Transfer: Potential Use in Genetic Therapies of Severe Combined Immunodeficiency Disease. Mortal 
T. t Keller D. C. and Williams D. A. t J. Exp. Med., 178: 529-536 (1993). 

The invention also relates to a method of transferring all or part of a heterologous gene into the 
genome of cells activated from a quiescent state, in particular of hematopoietic stem cells activated 
from a quiescent state, characterized in that it comprises the following steps: 
the prestimulation of quiescent cells, in particular of quiescent hematopoietic stem cells, in a 
prestimulation medium containing: 

direct or indirect means for blocking at least one inhibitor of the cell cycle of the said cells, in particular 
of the said hematopoietic stem cells, for a period which is sufficient to release the cells, in particular the 
hematopoietic stem cells, from their quiescent state, and preferably does not exceed approximately 72 
h, and preferably does not exceed approximately 36 h, and is in particular less than approximately 20 h . 
and is preferably approximately 1 to 15 h, and preferably approximately 1 to 10 h, and 
substances, in particular cytokines, for permitting the activation of a cell cycle and/or subsequently the 
passage of at least one cell cycle of the said stem cells, 

the step comprising transfer by contacting the cells, in particular of the prestimulated hematopoietic, 
stem cells obtained in the previous step, with all or part of a heterologous gene, in a medium permitting 
the transfer of all or part of the heterologous gene into the genome of the cells, in particular of the 
hematopoietic stem cells, by contacting the cells, in particular the stem cells prestimulated as indicated 
above with supernatant of cells containing a vector, such as a viral vector or a retrovirus containing all 
or part of the gene to.be transferred, in order to obtain cells, in particular stem cells including all or. part 
of a heterologous gene, and 

the possible recovery of the cells, in particular of the stem cells obtained in the previous step. 

The invention also relates to a method of transferring all or part of a heterologous gene. into. the 
genome of cells activated from a quiescent state, jn particular of hematopoietic stem cells activated • . 
from a quiescent state, characterized in that it comprises the following steps: • 
the preatimulation of quiescent cells, in particular of quiescent hematopoietic stem cells, in a 

preatimulation med.iumjcontaining; ... - 
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means for blocking at least one inhibitor of the cell cycle of the said cells, in particular of the said 
hematopoietic stem cells, for a period which is sufficient to release the cells, in particular the 
hematopoietic stem cells, from their quiescent state, and preferably does not exceed approximately 72 
h, and is in particular less than approximately 20 h, and is preferably approximately 1 to 15 h, and 
preferably approximately 1 to 10 h, and: 

substances, in particular cytokines, for permitting the activation of a cell cycle and/or subsequently the 
passage of at least one cell cycle of the said stem cells, in particular of the said hematopoietic stem 
cells, 

the step comprising transfer by contacting the cells, in particular of the prestimulated hematopoietic 
stem cells obtained in the previous step, with all or part of a heterologous gene, in a medium permitting 
the transfer of all or part of the heterologous gene into the genome of the cells, in particular of the 
hematopoietic stem ceils, in order to obtain cells, in particular hematopoietic stem cells, including all or 
part of a heterologous gene, all or part of the heterologous gene originating in particular in a vector, 
such as a viral .vector or a retrovirus, produced by a producing culture to which has been added a viral 
agent, such as an anti-TGF-.beta., an anti-interferon or any agent permitting an increase in the 
production and/or the stability of the vector, and ^ - 

the possible recovery of the cells, in particular of the hematopoietic stem cells obtained in the previous 
step. 

As far as the stem cells are concerned, they are possibly returned to the quiescent state after the. 
transfer step. 

According to an advantageous embodiment of the method of the invention, the medium permitting the . 
transfer of all or part of the heterologous gene may be comprised of, or contains: DMEM (Eagle 
medium modified by Dubelcco), IMDM (Iscove medium modified by Dubelcco), cytokines an antagonist 
of TGF-.beta. as defined above, and anti-interferons, or any other viral agent permitting an increase in 
the production and/or the stability of the viral vector or of the retrovirus, containing the gene to be 
transfected, when the transfer of all or part of the heterologous gene is carried out by coculture of the 
stem cells and of the viral vector, or of the retrovirus. 

When the transfer is carried out using a supernatant of the culture containing the vector, the titer of the 
vector produced by the producer culture can advantageously be increased by adding to the culture 
producing the vector an anti-TGF-.beta. or an anti-interferon or any other agent likely to increase the 
production and/or the stability of the vector. 

The invention also relates to a method permitting an increase in the titer of a vector, such as a viral 
vector, or a retrovirus, which vector is produced by a producer culture, by the addition to the said 
culture of a viral agent such as an anti-TGF-.beta., an anti-interferon, or any vector-stabilizing agent. 

At the end of the stage transferring ail or part of the heterologous gene into the stem cells, the stem 
cells which include in their genome all or part of a heterologous gene can be placed in a suitable 
medium, in particular a liquid medium or a semi-solid medium; in order to multiply and to differentiate 
into differentiated hematopoietic cells, in particular into differentiated blood cells. 

Examples of differentiated cells that can be cited are granulocytes, monocytes, megacaryocytes, and 
erythrocytes. 

At the end of the stage transferring all or pare of the heterologous gene into the hematopoietic cells, a 
step can also be advantageously envisaged which comprises the returning to the quiescent state of the 
hematopoietic stem cells containing all or part of the heterologous gene, which step can be earned out 
with the help of at least one inhibitor of the cell cycle, such as TGF-.beta.. 

More precisely, in order to return the stem cells to the quiescent state (i.e. in Go phase) after the 
transfer of all or part of a heterologous gene, it is possible to proceed as follows. 

The attraction of the method of the invention over all other methods lies in the fact the activation of the 
quiescent cell takes place in an extremely short period of time (of the order of 1 to 72 preferably 6 to 12 « 
hours starting from the end of the prestimulation step) thanks to a synchronization of the departure 
from the Go phase for all the quiescent cells at the time of the prestimulation step of the method of the 
invention as described above. This allows the transfected cells to be returned to the Go phase, after 
the transfer by addition of TGF-.beta.. This guarantees that during the gene transfer the stem cells 
have not lost their hematopoietic potential, inasmuch as the division number is not more than 1 or 2. 

The heterologous gene of which all or part is introduced into the genome of hematopoietic stem cells 
can be chosen from among the following genes: markers: Neo (neomycin resistance gene), CD2 
(leucocytic antigen), nls-lacZ, or genes correcting a hematopathy or any other pathology such as ADA 
(adenosine deaminase gene), ALDP (gene correcting adrenoleucodystrophy), TK (suicide gene 
allowing cells to be killed in the presence of acyclovir under the control of viral promoters), this list not 
being exhaustive. - 

Current methods of gene transfer do not allow the compartment of the stem cell to be transfected in 
such a way that the lymphoid lineages are satisfactorily transfected. This is important if one wishes cell 
therapy to be applicable to the treatment of AIDS or of pathologies affecting the B cells (cells, e.g., 
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lymphomas). The transfer method of the invention effectively permits transfer into the B and T 
lineages, a fact which can be verified using the following two models which permit the development of 
the compartment of the stem cell to be studied: 

humanized SCID mice (McCune J. M. f Namikawa R., Weilbaecher K. N., Kaneshima H., Schultz L. D. f 
Lieberman M. and Weissman I. L: The SClD-hu mouse: Murine model for the analysis of human 
hematolymphoid differentiation and function". Science, 241: 1632, 1988), and: 
cultures of thymic epithelium (Plum J. f De Smedt M., Defresne M.-P., Leclerq. G. ( and 
Vandekerckhove B.: "Human CD34+ fetal liver stem cells differentiate to T cells in a mouse thymic 
microenvironment". Blood 84: 1587-1593, 1994). 

These methods permit all the lineages including B and T to be obtained in the first case, and the T 
lineage in the second case. 

The media used to permit the division of the compartment of the stem cell once activated to leave the 
Go phase must respect the expression of the .receptors of the stem cell according to the 
recommendations published in Hatzfeld A. et ai., HematoL, 1993, 35: 281-283, and in Panteme et al., 
J. Cell. Physiol., 91, 1481-1489. . .. . . . 

The method of the invention makes it possible in particular: 

to increase the titer of .a vector containing all or part of a heterologous gene to be transfected, in 
particular into hematopoietic stem cells, 

to transfer all or part of a gene into quiescent cells, in particular hematopoietic stem cells, in which such 
a transfer was aleatoric . up until the present; 

to improve the effectiveness of transfer into early hematopoietic progenitors such as CFU-GEMM, 
LTC-IC (long-term culture-initiating cell),. HPP-Q (high proliferative potential quiescent cells) and 
lymphoid progenitors having a strong proliferative potential considered as "the compartment of the 
stem cell" compared with the transfer already carried out using the methods of the state of the art; for 
example, the method will permit.a transfer into more than-95% of CFU-GEMMs that can develop into 
colonies containing more than 10@5 cells, the Stem GEM* media distributed by the CNRS permitting 
the evaluation of such cells of the compartment of the stem cell, humanized SCID mice (severe 
combined immunodeficiency mice) and systems of stromal or thymic epithelium cultures (referred to ~ 7 
above) permitting the evaluation of the transfer into the whole of the compartment of the stem cell; and^ ' . 
to improve the stability of the expression during the development of the stem cells and the progenitors .V 
(amplification and differentiation), it being possible to use marker genes to track and evaluate this : j" 
expression (example: nls-lacZ). 

The invention also relates to a method permitting the evaluation of the maturity or immaturity of stem 
cells, before and/or after the transfer of genes. 

More particularly, the invention relates to a method of determining the degree of maturity of stem cells,., 
in particular hematopoietic cells, characterized in that it comprises the following steps: 
a first set of stem cells, in particular hematopoietic cells, is cultured in a medium which is suitable for », 
their culture but does not contain means for blocking at least one inhibitor of the cell cycle, for 
approximately 14 to approximately 28 days, preferably 18 days, 

a second set of stem cells, in particular hematopoietic cells, is cultured, being of the same kind and , 
having the same degree of maturity as those mentioned above, in a suitable medium containing means 
for blocking at least one inhibitor of the cell cycle, these blocking means being present in the culture 
medium in an effective concentration (on condition that they are not diluted more than 4 times 
compared with the optimum concentration), for a period which does not exceed 72 h, and preferably 
does not exceed approximately 36 h, and is preferably approximately 1 to 15 h and more preferably 
from 1 to 10 h, this culture taking place for the same period as that of the first set of stem cells, and 
a comparison is carried out, 18 days after the culturing of each of the two sets of stem cells, of the 
number and type of colonies, of the difference in the totals of the colonies having a high proliferative 
potential (HPP-CFC=cell forming a colony having a high proliferative potential, HPP- 
MEG=megacaryocyte having a high proliferative potential, HPP-GEMM=granulocyte/erythrocyte/ 
monocyte/megacaryocyte having a high proliferative potential) respectively between that of the second 
set and that of the first set corresponding to the HPP-Q colonies. 

The optimum concentration of antisense oligonucleotides can be approximately 0.001 ; .mu.M to 
approximately 100 .mu.M, preferably lees than approximately 10 .mu.M. 

The optimum concentration of blocking antibodies can be approximately 0.01 .mu.g/ml to 
approximately 100 .mu.g/ml, preferably i .mu.g/ml. 

As far as the culture in the presence of means for blocking an inhibitor of the cell cycle is concerned, at 
the end of the period which does not exceed 72 h, and preferably does not exceed approximately 36 h, 
and which is preferably approximately 1 to 15 h and more preferably from 1 to 10 h: 
either the cells can be washed in order to substantially eliminate the aforementioned blocking means, > . 
or the aforementioned blocking means can be diluted to a concentration such that they have no . / . 
proliferative effect on more mature cells (i.e. progenitors which are already activated). 

"Evaluation of the maturity or of the immaturity of stem cells" corresponds tp the following observation. 
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After 18 days, the number and type of the colonies is observed under the microscope and a count is 
carried out of the number of mixed colonies consisting of cells of the red line and of one or more types 
of cells of the white line. The number of mixed colonies is higher when the cultured cell population is 
more immature, i.e. is comprised of younger cells some of which are quiescent. On the other hand, the 
more the cell which has given rise to the colony is immature, even quiescent, the greater is its 
proliferation potential, and thus the greater will be the size of the colony originating from this cell once 
activated. 

This test will also be called the HPP-Q test in the following. 

In order to accomplish the above, a culture of stem cells in a semi-solid or liquid medium which does 
not contain an anti-inhibitor of the cell cycle is compared with the same culture of stem cells in a semi- 
solid or liquid medium which does contain an anti-inhibitor of the cell cycle, for example anti-TGF- 
.beta.. 

The culture conditions in the medium which does not contain a cell cycle anti-inhibitor can use IL1 , IL2, 
IL3, IL4 ( IL5, IL6, IL7, IL1 1 , G-CSF, GM-CSF, SF, FL. FGF, insulin, erythropoietin, thrombopoietin or 
other cytokines which cooperate or synergize with the above. 

The culture conditions in the medium which does contain an anti-inhibitor of the cell cycle for example 
anti-TGF-.beta. are as follows. Anti-TGF-.beta. is added in prestimulation for 10 hours in a small 
volume of liquid culture containing the quiescent cells such as CD34+CD38- cells (1 to 10% of the 
most immature CD34+s). The volume of this preculture is approximately 1/6 of the final volume. This 
preculture is then added to methyl cellulose with cytokines to which no anti-TGF-.beta. has been 
added, in order to arrive at the final volume. 

A simplification of this procedure involves placing the anti-TGF-.beta. immediately in the final culture in 
concentrations which allow it to be active only during the first hours of the culture, preferably for the 
first 10 hours. 

Under these conditions new colonies, larger than the previous colonies, are observed, derived from 
cells called high proliferative potential quiescent cells or HPP-Q cells which develop over 18 days and 
not just over 8, 10, 12 or 14 days as is observed without prestimulation by means of anti-TGF-.beta.. 
The anti-TGF-.beta. thus does not need to be present for the whole period of the culture. As far as the 
size of colonies is concerned, this can be determined by counting under the microscope on a Mallasez 
slide, after sampling and dispersion of the colony in a known volume of liquid medium. 

Whether the test is carried out in a liquid, clonal or non-cional medium, the clones or the populations in 
the two types of culture are compared. 

Where HPP-Q cells are concerned, they constitute an element of the compartment of the stem cell 
and, as to their phenotyping, it is a case of CD34+ kit low IL6-R low. 

As far an the culture media are concerned, any medium can be used that is suitable for CFU-GEMM 
cells and also permits the development of the lymphoid cells. 

The composition of the semi-solid culture media can be such as is described in chapter 12 of "Culture 
of Hematopoietic Cells, R. J. Frehsney, I. B. Pragnell, M. G. Freshney, ed. Wiley-Liss" pp. 205-221. 
The title of the chapter is "Purification and in vivo assay of early human hematopoietic progenitors" J. * 
Hatzfeld, P. Batard, A. A. Cardoso, M. L. Li, A. Hatzfeld. 

In accordance with the invention, the maturity or immaturity of the stem cells after the transfer of genes 
can be evaluated. This evaluation is carried out as indicated above, starting from the largest colonies 
for which it is verified, simultaneously with the aforementioned evaluation of immaturity, whether there 
has indeed been a transfer of genes, as indicated below in example 1 . 

The invention relates in particular to a method of transferring genes into the hematopoietic stem cell in 
which the immaturity of the stem cells is evaluated before the gene transfer, and advantageously after 
the transfer of genes. ..... . 

This method can comprise the following steps: 

1 - Evaluation of the hematopoietic cells to be transplanted to ensure that they contain immature cells 
hereinafter called HPP-Q, an element of the compartment of the stem cell. It is in fact pointless to 
proceed with a transfer of genes if the cells used are not the right ones. By means of the method of 
evaluating the immaturity of the stem cells, a culture in a semi-solid or liquid medium, without an anti- 
inhibitor of the cell cycle, can be compared with the same culture in the presence of an anti-inhibitor. 
The difference in the number of colonies must demonstrate the appearance of new colonies, larger 
than the previous colonies, derived from HPP-Q cells. . .. 

2- Prestimulation of the hematopoietic cells with a medium containing an activator of the cell cycle (10 
hours for an anti-TGF-.beta.), in order to remove the hematopoietic cells from the quiescent phase, i.e 
in order to activate them. . . . - " 

3- Transfer of genes with a viral supernatant or in coculture with cells producing viruses in a medium 
containing an anti-interferon and/or an anti-TGF-.beta.. 
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4- After the transfer of genes, the activated hematopoietic cells should be capable of being returned to 
quiescence (Go phase) in a deactivation medium containing an inhibitor of this cell.(TGF-.beta. in the 
case of the hematopoietic stem cell). 

5- Altematively, the activated cells, whether or not they have undergone a transfer of genes, can be 
amplified in order to be reinjected in vivo. This can be realized with a sub-population of the cells to be 
reinjected in order to prevent the aplasia which generally precedes the taking up of a graft. 

6- Before or after reinfusion of the cells, it is necessary to carry out a HPP-Q test, followed by an in-situ 
coloring or by a RT-PCR (reverse transcriptase-polymerase chain reaction) of the colonies obtained in 
order to evaluate the transfer of genes. 

Liquid culture media such as those described in the article by Cardoso et. al. (Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, Vol: b 90, pp: 8707-871 1, September 1993) can be used as prestimulation medium and before 
the transfer of genes. 

The method of the invention also permits the assessment of the number of quiescent primitive cells 
(HPPQ) before the transfer of genes, in order to determine the abundance of stem cells, or after the 
transfer of genes, in order to determine the effectiveness of the transfer of genes into the compartment 
of the stem cell. 

DESCRIPTION OF THE FfGURES - ' 

FIG. 1 represents a CPU-GEMM colony expressing in a stable manner the nls-lacZ gene demonstrated 
by the X-Gal coloring. 

FIG. 2 represents, in a greater magnification, a group of erythroid cells of the CFU-GEMM colony with 
an expression of the homogeneous nls-lacZ gene in all the cells. 

FIG. 3 shows the nuclear localization of the .beta.-galactosidase in the macrophages and the absence 
of non-specific coloring in the cytoplasm. 

PREFERRED EMBODIMENTS OF THE INVENTOR . 
EXAMPLE 1 

Transfer of the Nls-Lacz Gene into Hematopoietic Stem Cells v 
Material and Methods. 
Hematopoietic growth fat antiserum 

The recombinant human interleukin 3 (IL3), recombinant human interleukin 6 (IL6), recombinant human. 
GM-CSF (granulocyte macrophage colony-stimulating factor) and recombinant human G-CSF 
(granulocyte colony-stimulating factor) are supplied by Genetics Institute (Cambridge, Mass.). The 
recombinant human erythropoietin is supplied by AMGEN (Thousand Oaks, Calif.) and the ^; 
recombinant human SF (Steel factor) comes from IMMUNEX (Seattle, Wash.). The specific activities of - 
these cytokines are respectively: 2.3.times.10@6 U/mg t 4.times.10@6 U/mg, 9.3.times.10@6 U/mg, 
7.times.10@4 U/mg, 4.98.times.10@5 U/mg and 10@6 U/mg. The turkey blocking antiserum, anti- 
TGF-.beta., is a gift from Dr. A. B. Roberts and M. B. Spom (Danielpour, D. t Dart, L. L., Flanders, K. 
C. f Roberts, A. B. t & Spom, M. B. (1989) J. Cell. Physiol. 138, 79-86), of which 1 .mu.l can neutralize 4 
ng of TGF-.beta.. It is used in a concentration of 4.2 .mu.I/ml. 

Purification of CD34+ cells 

The term CD34+ cells is used to describe cells carrying the CD34 membrane antigen and including a 
sub-population which represents the compartment of the stem cell. 

Recovery of cord blood 

Samples of human cord blood are recovered from the umbilical cord/placenta immediately after birth, 
while the placenta remains in situ (Broxmeyer, H. E., Douglas, G. W., Hangoe, G., Cooper, S., Bard, J., 
English, D., Amy, M., Thomas, L, & Boyse, E. A. (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 3828-3832; 
Gluckman, E., Devergie, A., Thierry, D.; Eperou-Bourdeau, H., Traineau, R., Gerrota, J., Brossard, Y., 
Van Nifterik, J., & Benbunan, M. (1992) Bone Marrow Transplant. 9, 114-117). 

Purification of SBA-CD34+ cells ' 

The mononuclear cells are obtained as described previously (Hatzfeld, J., Li, M.-L., Brown, E. L, 
Sookdeo, H., Levesque, J.-P.. OToole, T., Gurney, C, Clark, S. C, & Hatzfeld, A. (1991), J. Exp. 
Med., 174, 925-929)/ Very shortly after the isolation of mononuclear cells on Ficoll Hypaque, the. SBA- -, 
cells (cells not affixing.themselves to soya agglutinin) are.purified, eliminating the cells that have 
remained attached to the soya agglutinin immobilized in a covalent manner using the AIS procedure 
(procedure developed by the company Applied Immune. Sciences). BSA CELLector Flasks are from 
Applied Immune Sciences Inc. Santa Clara, Calif. The positive selection of CD34+ is obtained with 
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culture flanks covered with monoclonal CD34+ ICH3 antibodies (CD34 CELLector Flasks, AIS) t 
washed a sufficient number of times (up to 10 times) with a Dulbecco phosphate buffered saline 
solution, containing 1 mM of EDTA in order to ensure the elimnination of the unattached and weakly 
attached cells (CD34@+weak) as observed with the reversed microscope (Hatzfeld J. f Batard P., 
Cardoso A. A., Li M.-L., and Hatzfeld, A.: Purification and in vitro assay of early human hematopoietic 
progenitors, 205-221, in Culture of Hematopoietic Cells. Freshney R. L, Pragnell I. B., Freshney M. G. f 
1994). 

This procedure routinely gives a purity of 95% (.+-.3%) of CD34 cells. The isolated CD34+SBA- cells 
are then detached by a 2-hour incubation at 37 DEG C. in iscove medium modified by Dulbecco 
(IMDM) to which fetal calf serum (FCS) has been added at 10% or in StemGEM* medium from the 
CNRS (medium without serum). The detachment of the cells must be complete, given that the cells 
which express a high quantity of CD34 antigens represent the most immature progenitors and are the 
most difficult to detach. 

Composition of the media 

The prestimulation and transfer media are Stem GEM* media with or without serum (CNRS National 
Scientific Research Centre UPR 9044 Villejuif France). 

Transduction method 

The line of NB16 cells, a line of cells (Danos, O., and Mulligan R. C: "Safe and efficient generation of 
recombinant retroviruses with amphotropic and ecotropic host ranges". Proc. Natl. Acad. Sci. t USA 85: 
6460-6464, 1988) which expresses the .beta.-galactosidase of E. coli (Strair, R. K , Towle, M., & Smith, 
B. R. (1990) Nucleic Acids Res. 18, 47-4762) is supplied by J. M. Heard and O. Danos. These cells are 
kept in culture in DMEM medium to which has been added 10% serum of new-born calf enriched in 
iron (Hyclone). This cell line produces a supernatant having a customary viral titer of 1 to 5.1 0@5 
units/ml. The CD34+ cells are prestimulated for various periods (50,000 CD34+ cells in 0.5 ml). They 
are then placed in coculture for 40 h on NB16 cells at 40% confluence in StemGEM* medium (CNRS) 
to which polybrene has been added at 8 .mu.l/ml at 37 DEG C. with 5% of C02 in a humidity-saturated 
atmosphere. The CD34+ cells are then gently detached, concentrated and tested for clonogenic trials. 

Clonogenic trials in methyl cellulose. 

The CD34+ cells are cultivated at the rate of 300-400 cells/ml according to a modification of a mixed 
colony test devised by Fauser and Messner (Hatzfeld, J., Li, M.-L., Brown, E. L., Sookdeo, H., 
Levesque, J.-P., OToole, T. t Gurney, C, Clark, S. C, and Hatzfeld, A. (1991), J. Exp. Med., 174: 925- 
929; Fauser, A. A., & Messner, H. A. (1979) Blood 53, 1023). All the cultures are at least carried out in 
duplicate. 

Coloring of the transduced colonies. 

After an incubation of 14 to 21 days at 37 DEG C. in a saturated humidified atmosphere, the colonies 
are counted and classified as described in an earlier manner (Zhou, Y.-Q., Stanley, E. R., Clark, S. C. 
Hatzfeld, J., Levesque, J.-P., Federici, C, Watt, S. M. p & Hatzfeld, A. (1988) Blood 72, 1870-1874). 
They are then colored by the same histochemical method as that used to assess the titer of a 
supernatant, with X-Gal as a substrate (MacGregor, G. R., Nolan, G. P., Fiering, S., Roederer, M., & " 
Herzenberg, L. A. (1991) Methods Mol. Biol. 7, 217-235) except for the fact that the coloring solution (1 
ml/Petri dish) is twice as concentrated as for the adherent cells. The coloring reaction is carried out all 
night. 

Statistical analysis. 

The significance of differences between the treatment groups is determined using Student's t test. 
Results. 

The infection effectiveness of nls-lacZ depends on a 10-h period of prestimulation with anti-TGF-.beta.. 

The SBA-CD34+++ cells (most immature CD34 cells) are purified with a high recovery of cells of the 
compartment of the stem cell part of which is formed by the CFU-GEMMs (colony-forming units- 
granulocyte/erythrocyte/macrophage/megacaryocyte) having a high proliferation potential (greater than 
10@5 cells) as described in Material and Methods. These cells are preincubated for various periods 
with or without anti-TGF-.beta. serum as detailed in table 1 before the coculture with NB16 cells for 
infection by retroviral vectors. When these ceils are preatimulated for 10 h solely with cytokines and 
without anti-TGF-.beta. before transduction, the transfer effectiveness increases from 1 .1 to 23.8%. 
This increase doubles in a significant manner in the presence of anti-TGF-.beta. serum, rising from 
23.8 to 47.3%. The activation effectiveness of the anti-TGF-.beta. disappears during preincubation 
times which are too long. Prestimulation periods of 20 or 48 h, or longer (not represented), with or 
without anti-TGF-.beta. serum, deliver results similar to those observed after 10 h without anti-TGF- • 
.beta, serum. 
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Effect of anti-TGF-.beta. on the transfer effectiveness of nls-lacZ in the different types of progenitors. 

Given that a 10-h prestimulation in the presence of anti-TGF-.beta. serum gives a significant increase 
in the total number of transduced colonies, this prestimulation condition was used in the following 
experiments. Table 2 details the various types of progenitors which are transduced with this method 
and the relative effectiveness of expression for each of them. The highest effectiveness of expression 
is obtained with the most immature progenitors, which are the mixed colonies from CFU-GEMM. These 
progenitors give colonies containing 1 to 2.times.10@5 cells. FIG. 1 shows such a colony. FIG. 2 
represents erythroid cells with an expression of the homogeneous nls-lacZ gene in all the cells. FIG. 3 
details in a more precise way the nuclear localization of .beta.-galactosidase in the macrophages and 
proves the absence of non-specific coloring in the cytoplasm. Prestimulation by means of anti-TGF- 
.beta. increases the transfer effectiveness from 54.5 to 95% in CFU-GEMMs (colony-forming units- 
granulocyte/erythrocyte/macrophage/megaciaryocyte), from 43.8 to 66.2% in BFU-Es (burst-forming 
units— erythroid), from 3.5 to 13.5% in CFU-GMs (colony-forming units— granulocyte/macrophage), from 
0 to 9.3% in CFU-Gs (colony-forming units-granulocyte) and from 8.3 to 22.2% in CFU-Ms (colony- 
forming units-macrophage). Transfer effectiveness is increased compared with the transfection 
conditions of CFU-GEMM without TGF-.beta.. 

Prestimulation by means of anti-TGF-.beta. increases the stability of the expression of the gene during 
the development of CFU-GEMMs. 

Given that the CFU-GEMMS represent a sub-population of the compartment of the stem cell which 
takes part in long-term hematopoietic reconstitution (Lu, L, Xiao, M., Shen, R.-N., Grisby, S., & 
Broxmeyer, H. E. (1993) Blood 81 , 41-48), the stability of the expression of the gene during the 
development of the CFU-GEMMS in mixed colonies was analyzed. In table 3, the CFU-GEMMs are 
classed according to the percentage of cells expressing nls-Iacz, inside each of the colonies. 
Prestimulation by means of anti-TGF-.beta. serum increases the number of colonies containing from 
90 to 100% of cells expressing the nls-Iacz gene. This type of CFU-GEMM does not develop in 
cultures of cells which are not prestimulated by an anti-TGF-.beta. serum. On the contrary, this sub- 
population represents 41.2% of all the CFU-GEMMS transduced after prestimulation by means of anti- 
TGF-.beta. serum. * 

It was determined whether the size of the colonies is changed by the transfer of genes. It is observed 
that the number of cells is not significantly different in the colonies transduced by means of nla-IacZ 
compared with those that are not. 

TABLE 1 



The anti-TGF-.beta. serum added during a 10-h 

prestimulation increases the effectiveness of gene transfer. 

Anti-TGF-.beta. 

Total number 

Transfected 

Hours antiserum of colonies 

colonies 

% transfer 

0- 103(.+-.16) • ~~ ~~ 

1(.+-.0) 

1.1(.+-..05) . 

+ 94(.+-.18) 

2(.+-.2) 

1.54(.+-..4) 

df = 2; df = 2; df = 2; 

p = 0.330 p = 0.028 

p = 0.128 

10-74(.+-.19) 

15(.+-.5) 

23.8(.+-.9.0) : 
+ 125(.+-.15) 
51(.+-.10) 
24.8(.+-.2.09) ' 

df=3;df = 3; df ==3;: .-*•<. 
p = 0.001 p = 0.0004 .. 
p = 0.034 

20- 110(.+-.7)24(.+-.5) 

23.5(.+-.1.66) . .. . ; ■ 

+ 140(.+-.4) 35( +-.4) 

24.8(.+-.2.2) ■ . r . • 

df = 2;df = 2; df = 2;c\ v. 
p = 0.015 p = 0.085 
p = 0.394 
48-91(.+-.15) 
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20(.+-.6) 

21.9(.+-.3.7) 

+ 113(.+-.10) 

21 (>-.4) 

18.7( +-.2.2) 

df = 2; df = 2;df = 2; 

p = 0.138 p = 0.440 

p = 0.394 



The number of colonies is obtained with 10@3 cells/ml cultivated in methyl cellulose as described in 
Material and Methods. 

TABLE 2 

Effect of the anti-TGF-.beta. serum on the effectiveness of 
transfer into different types of hematopoietic progenitors. 
% transfer 

without % transfer with 
prestimulation by 
prestimulation 
Progenitors anti-TGF-.beta. 
with anti-TGF-.beta. 



CFU-GEMM 
Total number of 

11 21 

colonies 6 20 
Transfected colonies 
54.5 95 
% transfer 

BFU-E Total number of 
67 83 

colonies 19 55 
Transfected colonies 
43.8 66.2 
% transfer 

CFU-GM Total number of 
28 38 

colonies 15 
Transfected colonies 
3.5 13.5 
% transfer 

CFU-G Total number of 
21 43 

colonies 0 4 
Transfected colonies 
0 9.3 

% transfer 

CFU-M Total number of 

12 18 

colonies 1 4 
Transfected colonies 
8.3 22.2 
% transfer 

CFU-GEMM: colonyforming unit 

granulocyte/erythrocyte/macrophage/megacaryocyte; 

BFUE: burstforming unit erythroid; ■ 

CFUGM: colonyforming unit granulocyte/macrophage; 

CFUG: colonyforming unit granulocyte; 

CFUM: colonyforming unit macrophage. 

This is the result of one experiment among 3 similar experiments. 
TABLE 3 

Distribution of the transfected CFU-GEMMS 
according to the stability of the expression of the nls- 
lacZ gene during the development of the colony. 
% of cells 
expressing the 

nls-lacZ gene ~ - . 
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Without anti-TGF-.beta. serum 

With anti-TGF-.beta. serum 

in each mixed 

% of mixed 

number of cells per 

% of mixed 

number of cells per 

colony colonies 

mixed colony 

colonies 

mixed colony 

90-100 0 118 706 (.+-. 16 300) 

41.2 152 776 (.+-. 18 336) 
40-90 66.6 121 766 (.+-. 10 821) 

35.3 156 456 (.+-. 19 069) 
0-40 33.3 122 313 (.+-. 13 590) 
23.5 169 963 (.+-. 16 919) 



The results represent the average (.+-.SD) of 3 independent experiments. 

Table 4. Effect of the anti-TGP-.beta. serum and/or of the anti-interferon (IFN) on the titer of the 
supernatant produced by the NB16 cell. 



Supernatant 

Control anti-IFN antiserum 
anti-TGF-.beta. antiserum 

CFU/10@-5 
6(.+-.4.4) 
65.8 (.+-.68.7) 
38.2 (.+-.42.02) 
number of 

(n = 6) (n = 6) (n = 4) 
experiments 



NB16 cells were cultivated in the absence or in the presence of anti-TGF-.beta. or of anti-interferon. 

The supernatants are then added to the cultures of non-confluent 3T3 cells. When the cells are 
confluent, they are colored by X-Gal and the viral foci are counted and the titer is expressed by the 
number of viral foci multiplied by the inverse of the dilution of the initial supernatant. 

The addition of anti-TGF-.beta. or of anti-interferon during the coculture can increase the transfer 
percentage (result not shown) in the hematopoietic cells through a direct effect on the producer line. 
Table 4 shows in fact that, when anti-TGF-.beta. or a viral agent such as an anti-interferon is added to 
the NB16 cells, the titer of the supernatant is increased. The supernatant obtained after treatment with 
anti-interferon actually increases by 1 1 times the number of infection foci and with anti-TGF-.beta. it 
increases by 6 times. 

EXAMPLE 2 

The results obtained in tests comparing prestimulation with or without an anti-inhibitor of the cell cycle 
are given below. 

The purpose of the example is to remove from the quiescent phase primitive progenitors which would 
be under the control of an autocrine TGF-.beta.. This removal is achieved after a short stimulation 
period (10 hours) then the phenomenon is demonstrated by placing activated progenitors in a semi- 
solid culture and reading the number of mixed colonies after 21 days of culture (Faumer A. A. and 
Messner H. A. (1979), Identification of Megakaryocytes, Macrophages, and Eosinophils in Colonies of 
Human Bone Marrow Containing Neutrophilic Granulocytes and Erythroblasts. Blood, 53: 1023-1027). 

Experimental protocol: 

Purification of the CD34+ cells of cord blood. 
The cells are incubated in 2 different basic media: 
A: GTL medium, and 

B: standard liquid medium with 10% fetal calf serum. 
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The composition of the GTL medium is described in "Specific role of lipids, transferrin and insulin in 
defined media for cells of the human hematopoietic and immune systems", J. Hatzfeld, A. Hatzfeld, J. 
Maigne, M. Sasportes, R. Willis and D. B. McClure in Cold Spring Harbor Conferences on Cell 
Proliferation Vol. 9. Growth of Cells in Hormonally Defined Media, 1982, pp. 703-710. 

The composition of the GTL medium is as follows: 

IMDM: basic medium, 

+ 1 mg/ml reconstituted delipidated bovin serum albumin with 5 .mu.g/ml oleic acid, 5 .mu.g/ml linoleic 
acid, 1 .mu.g/ml palmitic acid, 

+ transferrin 5 .mu.g/ml ("Specific role of lipide, transferrin and insulin in defined media for cells of the 
human hematopoietic and immune systems", J. Hatzfeld, A. Hatzfeld, J. Maigne, M. Sasportes, R. 
Willis and D. B. McClure in Cold Spring Harbor Conferences on Cell Proliferation Vol. 9, Growth of 
Cells in Hormonally Defined Media, 1982, pp. 703-710). 

The composition of the standard medium is as follows: IMDM+10% fetal calf serum, 

1 mg/ml bovin serum albumin, 

2 mM glutamine, 

10 .mu.g/ml transferrin, and 
4.times.10@-5 M .beta.-mercaptoethanol. 

At least 6 of the following cytokines are added to these two basic media: IL1, IL2, IL3, lL4, IL5, IL6, IL7, 
IL11, GCSF, SF, EPO, GM-CSF, FL, TPO, FGF, insulin or synthokins activating the receptors 
corresponding to these cytokines. 

In each group of media A and B, the following conditions are tested: 

1) control: nothing else is added, and 

2) addition of an anti-TGF-.beta. antibody from Stem GEM* CNRS, 7 rue Guy Moquet, 94801 Villejuif, 
FRANCE. 

The cells are placed in the oven for 10 hours at 37 DEG C, 5% C02; 1000 cells in 0.4 ml of medium. 

At the end of the prestimulation period, 2.1 ml of semi-solid medium are added to the cells. This is 
incubated for 21 days at 37 DEG C, 5% CO. 

Results: 

Each figure represents the average of two dishes. Only the counts for mixed colonies (colonies 
consisting of red cells+one or more types of lineages of white cells) which come from the most 
immature cells are counted. 



Exp A Exp B Exp C 

Control (1)8 6 1 
In the presence of 
15 124 

anti-TGF-.beta. antibody (2) 



EXAMPLE 3 

It was also verified that more elaborate combinations of factors than those already used do not have as 
efficient an effect as anti-TGF-.beta.." 

Numerous combinations, more elaborate. than the previous combinations, of cytokines were compared 
in cultures with and without anti-TGF-.beta.. It was observed that certain combinations of cytokines can 
have an effect similar to the effect of anti-TGF-.beta. on the colonies which develop rapidly and thus 
come from already activated slow progenitors. On the other hand, the effect of anti-TGF-.beta. cannot 
be replaced by any combination of cytokines for the development of colonies over 18 days. 

Moreover, although it was known that cytokines induce the amphotropic receptor of the retroviruses 
used for a transfer of genes, it was shown, thanks to the invention, that anti-TGF-.beta. increases the 
expression of the receptors of cytokines, and thus their action, and thus the expression of the 
amphotropic receptors, and thus the transfer of genes. The increase in the expression of the receptors 
of cytokines for anti-TGF-.beta. is principally clear on quiescent cells. ~ ~ 

EXAMPLE 4 "■'■••*--.' 
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A unicellular cultures condition example for (CD34+CD38 weak cells) compares the effect of FUbFGF 
(Flik ligand/basic fibroblast growth factor) and anti-TGF-.beta.-1 antibody (from StemGEM*) in the 
following medium: medium B: serum/IL3/IL6/SF/GCSF) on DO, and medium B+GMCSF+EPO on D12. 

Four culture medium conditions were used: 

1 . standard medium with 24% fetal calf serum and 4 cytokines (IL3, IL6, SP, GCSF), 

2. standard medium with 10% fetal calf serum and 4 cytokines (IL3, IL6, SF, GCSF)+FL/bFGF, 

3. standard medium+anti-TGF-.beta. antibody (from Stem GEM*), and 

4. standard medium+FL/bFGF+anti-TGF-.beta. antibody (from Stem GEM*), and 
Results: 

The four conditions give the following results: 
For the cycling of the cells: 



* 1 . 50% of the cells give clones of more than 100 cells, 

2. 75% of the cells give clones of more than 100 cells, 

3. 75% of the cells give clones of more than 100 cells, and 

4. 75% of the cells give clones of more than 100 cells. 
There is thus no additive effect in combination 4. 

It would appear that it is the same population that is involved. 

For proliferation, conditions 2 and 3 give the following results: xi 

Condition 2, 15-20% of the clones contain more than 10@4 cells, 

Condition 3, 50% of the clones contain more than 10@4 cells. 

Thus the anti-TGF-.beta. antibody is more effective than the FL/bFGF. 

Regarding the type of cells obtained: 

with combination 2, it is principally Gs and Ms (more mature cells) that are obtained, i.e., granulocytes 
and monocytes. u 
with combinations 3 and 4, it is principally red and mixed cells (i.e. a mixture of red cells and white rv 
cells) that are obtained. 

The antibody thus induces the cycling of earlier cells, since it is only with the anti-TGF-.beta. antibody 
that the erythroid or mixed paths are stimulated. 

Overall these results reveal the advantages of the brief treatment by means of anti-TGF-.beta. 
according to the invention. 

All publications dealing with the transfer of genes stress the two important parameters of an effective 
transfer: a supernatant with a high viral titer and the cycling of the cell to be infected. This is the reason 
why the stem cells are stimulated with cytokines. In the publications, stimulation takes place for more 
than 72 hours and concerns cells which are already in cycle. At the end of 72 hours, many of these 
cells have already started to differentiate. The cells which are infected are thus much less immature 
than at the start. With anti-TGF-.beta., and in accordance with the method of the invention, the cells are 
stimulated for a very short time and are cells which are initially quiescent. They have only had time to 
enter into cycle, with no or little differentiation. The method of the invention allows them to be returned 
to the quiescent phase immediately after the transfer of genes thanks to a brief treatment by means of 
TGF-.beta.. As a result, the cells which are transfected are more immature, which is the end that is 
sought in gene therapy using hematopoietic stem cells. This method can be applied to other types of 
cells, possibly using other anti-inhibitors of the cell cycle (anti-Rb: retinoblastoma susceptibility antigen, 
anti-INK: kinase anti-inhibitor, etc.). 

These anti-inhibitors can be> antisense oligonucleotides, blocking antibodies, natural or synthetic 
inhibitors. - 

# SEQUENCE LISTING = ~~- ~ ; ' . , 
- <160> NUMBER OF SEQ ID NOS: 1 

-<210> SEQ ID NO 1 
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<211> LENGTH: 21 
<212> TYPE: DNA 
<213> ORGANISM: Unknown 
<220> FEATURE: 

<223> OTHER INFORMATION: Description of Unknown Or - #ganism:NONE 
- <400> SEQUENCE: 1 
#21 gggg a 
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Claims 



What is claimed is: 

1. In a method of efficient gene transfer, a method of prestimulation comprising the steps of: 
providing a culture containing primitive stem cells in a quiescent state; 

providing a time-limited prestimulation of said primitive stem cells by adding a blocking means to said 
culture to block at least one inhibitor of a cell cycle of said primitive stem cells, wherein said time- 
limited prestimulation is for a period less than approximately 36 hours so that said culture of primitive 
stem cells retains hematopoietic potential. 

2. The method of claim 1, further comprising the steps of: 

after the step of providing a culture of primitive stem cells in a quiescent state, preparing a blocked 
culture by placing a first portion of said primitive stem cells using a culture medium, and completing the 
step of providing a time-limited prestimulation with said first portion; 

preparing a non-blocked culture with a second portion of said primitive stem cells in said culture 
medium, leaving said culture medium free of said blocking means; and 

comparing a degree of maturity of said blocked and non-blocked cultures of said primitive stem cells so 
that the first portion can be evaluated to determine the presence of quiescent primitive cells. 

3. The method of claim 1 , further comprising the step of, 

after the time-limited prestimulation step, transferring genes into said primitive stem cells. 

4. The method of claim 1 , further comprising the steps of: 
providing primitive stem cells which are hematopoietic cells; and 
providing said block means using anti-TGF-.beta.. 

5. The method of claims 1, wherein said blocking means comprises anti-TGF-.beta. from 0.01 .mu.M to 
0.5 .mu.M. 

6. The method of claim 1, wherein said step of 

prestimulating stem cells occurs for a period less than approximately 10 hours. 

7. Quiescent stem cells containing a heterologous gene in the genome, obtained by the production of 
hematopoietic stem cells by a method comprising: 

prestimulating stem cells, said stem cells being primitive quiescent hematopoietic stem cells, for a 
period so that said stem cells remain substantially primitive, said period being less than approximately 
36 hours, in a medium comprising blocking means for blocking at least one inhibitor of a cell cycle of 
said stem cells, to release said stem cells from their quiescent state, and cytokines for permitting at 
least one of the activation of said cell cycle and the passage of at least one subsequent cell cycle; 
contacting said prestimulated stem cells with a heterologous gene in a transfer medium permitting 
transfer of said heterologous gene into the genome of said prestimulated stem cells so that said 
genome contains said heterologous gene; and 

after said contacting step, returning said stem cells to a controlled quiescent state so that said stem 
cells have been transfected while retaining their differentiation potential. 

8. A primitive hematopoietic stem cell comprising a genome with a heterologous gene, wherein said 
stem cell has a multiplication potential of 1. times. 10@6 and a differentiation potential covering all 
hematopoietic lineages. 

9. The stem cell of claim 8, further comprising a blocking inhibitor of its cell cycle located either on a 
surface of or interior to said stem cell. 

10. The stem cell of claim 8, wherein said stem cell is in a controlled quiescent state. 

1 1 . The stem cells of claim 7, wherein said blocking means is selected from the group consisting of an 
agent blocking tumor-suppressing genes, an antisense oligonucleotide of TGF-.beta., an antibody 
neutralizing TGF-.beta., a soluble receptor of TGF-.beta., a natural inhibitor of TGF-.beta., a synthetic 
inhibitor of TGF-.beta., and an inhibitor of the TGF-.beta. synthesis path. 

12. The stem cell of claim 8, wherein said heterologous gene is selected from the group consisting of: 
marker genes, hematopathy correcting genes, and pathology correcting genes. 

13. The stem cell of claim 12, wherein said heterologous gene is selected from the group consisting of: 
a neomycin resistance gene, a leucocytic antigen, a nls-lacZ gene, a adenosine deaminase gene, a 
gene correcting adreno-leucodystrophy, and a suicide gene allowing cells to be killed in the presence 
of acyclovir under the control of viral promoters. 

14. A method of transferring a heterologous gene into a primitive cell genome activated from a 
quiescent state, comprising the steps of: 

prestimulating primitive cells, said cells being in a quiescent state, for a period so that said primitive 
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cells remain substantially primitive, said period being less than approximately 36 hours, in a medium 
comprising blocking means for at least one inhibitor of a cell cycle of said primitive ceRs. to release saiS 
primitive cells from the quiescent state, and cytokines for permitting at least one of the activation of 
said cell cycle and the passage of at least one subsequent cell cycle; 

contacting said primitive cells with a heterologous gene in a transfer medium permitting transfer of said 
heterologous gene into the genome of said primitive cells so that said genome contains said 
heterologous gene; and 

recovering said primitive cells obtained in said contacting step. 

15. The method of claim 14, wherein in said prestimulation step, said primitive cells are hematopoietic 
stem cells. 

16. The method of claim 15, wherein said contacting step occurs with a coculture of said primitive stem 
cells and cells producing one of a viral vector and a retrovirus containing the heterologous gene to be 
transferred. 

17. The method of claim 15, wherein said contacting step occurs by bringing together said primitive 
stem cells and a supernatant of cells containing one of a viral vector and a retrovirus containing the 
heterologous gene to be transferred. 

18. The method of claim 15, wherein said contacting step occurs using one of a viral vector and a 
retrovirus produced by a producer culture, said producer culture having comprised one of an anti-TGF- 
.beta., an anti-interferon, and a vector-stabilizing agent. 

19. The method of claim 1 5, wherein said blocking means is selected from the group consisting of an 
antisense oligonucleotide of TGF-.beta., an antibody neutralizing TGF-.beta., a soluble receptor of - 
TGF-.beta., a natural inhibitor of TGF-.beta., and a synthetic inhibitor of TGF-.beta.. 

20. The method of claim 19, wherein said prestimulation step occurs for a period less than 
approximately 10 hours. 

21 . The method of claim 1 5, wherein said medium further comprises a four cytokine combination 
selected from the group consisting of IL1, IL2, IL3, IL4, IL5, IL6. IL7, IL1 1, GM-CSF, G-CSF, steel 
factor, ligant of FLT3, erythropoietin, TNF, LIF, thrombopoietin, insulin, and synthetic synthokin. 

22. The method of claim 15, wherein said gene to be transferred is contained within a viral vector or a 
retrovirus and said transfer medium is comprised of IMDM, cytokines, and one of the group consisting 
of an antagonist of TGF-.beta., and an anti-interferon so that production of said viral vector or retrovirus 
is increased. 

23. The method of claim 14, wherein upon conclusion of said contacting step, said cells comprise a 
culture of hematopoietic stem cells suitable for obtaining differentiated blood cells. 

24. The method of claim 15, wherein said prestimulation step occurs for a period less than 
approximately 10 hours and further comprising the step of, prior to said recovery step, returning said 
cells to a controlled quiescent state using an inhibitor of the cell cycle. 

25. A method of increasing the titer of a vector, comprising the steps of: 

providing a producer culture, said producer culture including one of an anti-TGF.-.beta. and an anti- 
interferon; and 

producing a viral vector or a retrovirus by said producer culture. 
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